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En el Test de Entrenamiento Circular, 10s animales recorren hasta 1 km en un total 
de 7 dias. Esta actividad motora produce una reduccidn permanente del35% en la 
densidad del receptor colindrgico muscarinico (mAchR) y del 40% en el receptor 
dopaminCrgico subtipo D2 del cuerpo estriado. La caida es proporcional a la 
cantidad de metros recorridos y s610 se produce en un <<period0 critico)) del 
desarrollo postnatal (dias 30 a 37), mientras que el entrenamiento realizado antes 
(20-27 dias) o despuCs (40-97 dias) no produce cambios. Junto con estas 
alteraciones, se observa una reduccidn del 22% en el receptor dopaminCrgico 
subtipo Dl, asi como una disminucidn del Area dendritica, de acuerdo a la 
inmunomarcacidn de neurofilamentos. Entre otras hreas cerebrales estudiadas, la 
corteza motora muestra una reduccidn del 22% en el mAchR, pero ninguna 
variacidn se observa en la corteza frontal, occipital, hipocampo, cerebelo o 
amigdala, lo que indica que la alteracidn neuroquimica es especifica de las 
estructuras motoras. El estudio de la transcripcidn de 10s principales subtipos 
estriatales del mAchR (MI y M4), demuestran una respuesta diferencial en las 
distintas subpoblaciones neuronales proyectivas del cuerpo estriado. La expresidn 
del subtipo M1 esth reducida en un 50%, mientras que el subtipo M4 presenta 
niveles 3 veces superiores luego del entrenamiento, lo que indica un desfasaje entre 
la transcripcidn y la traduccidn del mAchR 
La realizacidn de una segunda prueba de actividad motora, el Test del Disco 
Giratorio, confirma 10s cambios en el mAchR, demostrando que la caida es 
proporcional a la distancia recorrida y a la velocidad de giro. Todos 10s cambios 
descriptos continuaban presentes luego de 6 meses de realizado el entrenamiento. 
En el corto plazo, 10s animales entrenados en el Test del Disco Giratorio presentan 
una reduccidn del mAchR compatible con una posible internalizacidn y 
degradacidn del receptor, al igual que una induccidn de la expresidn del proto- 
oncogCn c-fos. Estos cambios plhsticos inmediatos podrian representar 10s pasos 
iniciales que conducen a1 establecimiento de cambios neuroquimico perdurables. 
El presente trabajo demuestra la presencia de un periodo critic0 durante el 
desarrollo postnatal del Sistema Nervioso Central durante el cual la estimulaci6n 
motora puede generar cambios permanentes de la conectividad sinhptica en una 
forma dependiente de la actividad. 
ABSTRACT 
In a Circling Training Test, rats were trained to run up to 1 km during 7 days. 
This motor activity triggered a permanent reduction of 35% and 40% of striatal 
muscarinic acetylcholine receptor (mAchR) and D2 dopaminergic receptor 
densities, respectively. This variation was correlated to the total distance run and 
was only observed in a ((critical period)) during postnatal development (days 30 to 
37). Training performed before (20 -27 days) or after (40-97 days) did not affect 
receptor densities. Together with these modifications, circling training induced a 
22% decrease of Dl  dopaminergic receptor, and a reduction of the dendritic area, 
evaluated by inmunohistochemical detection of neurofilaments. 
Of other brain areas evaluated, motor cortex showed a 22% reduction of mAchR 
but no change was seen in frontal and occipital cortex, hippocampus, cerebellum or 
amigdala. Thus, neurochemical alteration was specific of motor structures. 
Furthermore, the study of M1 and M4 mAchR subtypes transcription showed a 
differential response in the distinct striatal proyective neuron subpopulations. M1 
expression was reduced by 50% and M4 showed a three fold level increment after 
training. 
A second motor test, the Turn Table Test confirm that mAchR variation is 
correlated to the distance run and the speed. All the change detected were still 
present 6 month after training was performed. 
In the short term, animals trained in the Turn Table Test showed a reduction of 
mAchR binding which could indicate receptor internalization and degradation. 
Training also induced c-fos expression. These early changes could represent the 
initial steps underlying permanent neurochemical alterations. 
This investigation demonstrate the presence of a critical period during postnatal 
Central Nervous System development where motor stimulation could trigger 
activity dependent permanent alteration of synaptic connectivity. 
PALABRAS CLAVES: 
Sistema Nervioso Central, cuerpo estriado, desarrollo, rata, actividad motora, 
plasticidad, period0 critico, receptor colinkrgico muscarinico, receptor 
dopaminkrgico D2, receptor dopaminkrgico Dl, alteracidn permanente, 
reorganizacibn sinaiptica, expresidn de c-fos 
KEY WORDS: 
Central Nervous System, rat striatum, development, motor activity, plasticity, 
critical period, acetylcholine muscarinic receptor, D2 dopaminergic receptor, Dl 
dopaminergic receptor, permanent alteration, synaptic reorganization, c-fos 
expression. 
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1. INTRODUCCION 
1.1. PLASTICIDAD DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 
1.1.1. El Sistema Nervioso Central y 10s mecanismos plisticos 
La evolucion ha transfonnado a1 Sistema Nervioso Central (SNC) en una estructura de 
extraordinaria complejidad, capaz de realizar una notable diversidad de procesos. 
El SNC presenta mecanismos que le penniten el control y ejecucion de funciones 
vegetativas, la percepcion y procesamiento de 10s estimulos sensoriales, la respuesta 
motora y las emociones, ademas de ser capaz de aprender y almacenar memoria. Para el 
desanollo de estas funciones, el SNC requiere de una compleja organization que abarca 
desde el nivel molecular hasta la estructuracion de divisiones citoarquitectonicas 
finarnente correlacionadas. La cuantificacion relativamente precisa de la red neuronal 
involucrada, 101 1 neuronas con aproximadamente 104 conexiones cada ma, aporta m a  
idea global del grado de integracion requerido. Sin embargo, la existencia de semejante 
estructura es so10 parte de su potencialidad; el SNC tambien requiere una profunda 
flexibilidad y mutabilidad en sus componentes para adaptarse a la interaccion con el 
entorno y para adquirir y procesar la nueva informacion. 
El remodelamiento por la actividad funcional, la adaptacion frente a 10s 
condicionamientos externos, es en gran medida la base del exito evolutivo y condicion 
necesaria para la implernentacion de funciones nerviosas de alta complejidad. Estos 
cambios, denominados cambios plisticos, flexibilidad o plasticidad, representan ((la 
capacidad de las neuronas de modificar su funcion y de reemplazar, aumentar o 
disminuir el n h e r o  de sinapsis en respuesta a un dado estimulo)) (47), o cccualquier 
cambio persistente en las propiedades funcionales de una neurona o de un grupo 
neuronal)) (294) 
A h  sin ser definido como tal, el concepto de plasticidad se encuentra presente en la 
mente de 10s investigadores desde principios del siglo pasado. Las primeras 
especulaciones descriptas en la literatura fueron realizadas por Spurzheim en 18 15, 
quien suponia que a1 igual que 10s musculos, el cerebro podria modificar su tamafio por 
el ejercicio (287). En 1874 Charles Darwin escribia: 
((He demostrado que el cerebro de 10s conejos dome'sticos tiene un tamaiio 
considerablemente reducido en comparacidn con el de 10s conejos silvestres o el 
de las liebres; y esto puede ser atribufdo a que 10s conejos dombticos han sido 
confinados durante muchas generaciones, de rnanera que han desarrollado mucho 
menos su intelecto, su instinto, sus sentidos y sus movimientos voluntarios)~. (55) 
Aunque existieron estudios iniciales que vinculaban el tamaiio del cerebro con la 
capacidad intelectual, gradualmente esta hip6tesis fue abandonada. En su lugar se 
sugirio la existencia de factores mhs sutiles que involucraban cambios en las 
conexiones nerviosas y modificaciones quimicas del cerebro por la actividad funcional. 
En 1895 Ramon y Cajal sostenia: 
~ U n o  puede suponer que el ejercicio cerebral, ya que no puede producir nuevas 
ce'lulas (las ce'lulas nerviosas no pueden multiplicarse como la$ ce'lulas 
musculares), produce un desarrollo mayor a1 usual de las expansiones 
protopldsmicas y de las )bras nerviosas colaterales, forzando el establecimiento 
de conexiones intercorticales nuevas y mds extendidas)). (250) 
Posteriormente, Kohler en 1938, complementaba este concepto desde un punto de vista 
neuroquimico: 
ctLapregunta no es si 10s eventos nerviosos modijican las caracteristicas del tejido 
en que suceden. La zinica pregunta que puede ser azin debatida es si dichos 
cambios, que indudablemente ocurren, mantienen la permanencia ... De acuerdo a 
nuestro conocirniento actual el efecto primario que producen 10s impulsos 
nerviosos en las cups  ganglidnicas es la actividad quimica. ..u (158) 
Finalmente, 10s trabajos pioneros de Bennett y colaboradores, realizados entre 1962 y 
1964, presentan las primeras evidencias de un efecto ambiental sobre la organizacion 
morfologca y neuroquimica del cerebro. En particular, observaron un aumento del 
grosor de la corteza somatosensorial, de la actividad de la acetilcolinesterasa, de 
hexoquinasas y de la concentracion de serotonina en dicha region luego del 
emplazamiento de ratas adultas durante 80 dias en un arnbiente complejo y estirnulante 
(20). Precisamente en estos trabajos se describe por primera vez el concept0 de 
plasticidad cerebral. Los mismos investigadores, informaron que la corteza de 10s 
animales estimulados tenia un peso 10% mayor que la de 10s controles mantenidos en 
sus jaulas. Complementariamente, otros estudios sugirieron que estos cambios podrian 
estar asociados a1 recambio, eliminacion y remodelacion, de las conexiones sinapticas 
ya que comprobaron que, bajo el mismo disefio experimental, 10s animales estimulados 
presentaban un aurnento del nimero total y la longitud de 10s segmentos terminales de 
las neuronas corticales piramidales ubicadas en las capas I1 y I11 (297). Poco tiempo 
despues, otros investigadores demostraron que la actividad motora aumentaba el arb01 
dendritico de las celulas de Purkinje (247). 
Para la misma epoca en que se describian 10s primeros fenomenos plasticos, Hubel y 
Wiesel comenzaban sus investigaciones sobre fisiologia de la corteza visual del gat0 
(134), iniciando el desarrollo de lo que mas tarde fue reconocido como el primer 
modelo, y hasta el momento m b  desarrollado, de plasticidad en el SNC. Estas 
investigaciones 10s condujeron finalmente a la obtencion del Premio Nobel en 1981 por 
sus trabajos sobre la influencia del ambiente en el desarrollo y la plasticidad de la 
corteza visual (31 1). El modelo desarrollado, que se describe mas adelante, permitio 
una mayor comprension acerca de la importancia de 10s mecanismos plasticos y de las 
caracteristicas particulares de estos procesos durante el desarrollo postnatal. 
1.1.2. Desarrollo de la plasticidad en el Sistema Nervioso Central 
El SNC de 10s mamiferos, que comienza a conformarse prenatalmente intrautero, 
muestra a1 nacimiento una considerable inmadurez y plasticidad. Pronto quedo claro 
que la plasticidad del SNC, presente durante toda la vida, es mayor durante el desarrollo 
y disminuye durante el envejecimiento. Este concept0 concuerda con la observacion 
general que demuestra que durante el desarrollo, la capacidad de regeneracion y de 
adaptacion es alta mientras que en el organismo envejecido 10s procesos 
neurodegenerativos progresan, a la par que decrecen las habilidades neurologicas 
superiores y la capacidad plastica del sistema. 
La existencia de una plasticidad maixima durante el desarrollo otorga una ventaja 
evolutiva importante: confiontar y refinar su estructura en b c i o n  de 10s estimulos 
postnatales, que obviamente difieren considerablemente de 10s prenatales, y que en 
ultima instancia representan una valoracion m b  precisa de las exigencias a las que se 
vera expuesto el organismo durante su vida, permitiendole una mejor adaptacion. Bajo 
este punto de vista, es posible entender porque las noxas que interfieren con el 
desarrollo normal del SNC pueden producir, en esta etapa, carnbios permanentes y 
mucho mas profundos que en el cerebro maduro. 
A1 analizar el desarrollo postnatal temprano, queda en evidencia que, si bien 10s 
mecanismos innatos proveen a1 SNC de una conexion altamente especifica y compleja, 
la experiencia temprana de vida y la participation de 10s procesos plasticos resultan 
necesarios para mantener, refinar y completar el desarrollo. Durante 10s primeros 
estadios postnatales, interaccionan procesos que permiten combinar y modificar la 
organization estructural, celular y molecular desarrollada a partir de un programa 
prefijado, para adaptarlos a las condiciones del entorno. 
En este sentido, en el desarrollo del SNC se reconocen dos etapas que pueden solaparse 
en tiempo y en espacio. 
Una primera etapa, donde existe un desarrollo genkticamente programado del SNC. 
Incluye la proliferacion y migration neuronal, la agregacion celular selectiva, el 
establecimiento de la diversidad fenotipica (incluyendo las caracteristicas morfologca y 
neuroquimicas, la adquisicion de nuevas propiedades de membrana y la seleccion del 
t i p  de transmision sinaptica) y la formacion de patrones de conectividad general del 
SNC. Completando el refinamiento estructural del SNC, en esta etapa se ponen en 
funcionamiento fenomenos regresivos que incluyen la competencia por 10s factores 
troficos, la eliminacion de sinapsis y la muerte celular programada (50, 14 1, 156,3 12). 
La segunda fase que corresponde a1 desarrollo funcional, donde se resulta fundamental 
la interaccion del organism0 con su medio. La reorganizacion de las conexiones en 
funcion de la actividad. El factor ambiental en contraposicion a1 factor genetico. En 
este momento, el trazado organizativo general ya estii establecido, per0 ahora debe 
madurar: el refinamiento de formas, cantidad y distribution de celulas y moleculas, 
conjuntamente con el rearreglo de sinapsis y ramificaciones, definen el patron de 
conectividad. Finalmente, la densidad de neuroreceptores y neurotransmisores se 
ajustan y permiten la adaptacion fina del sistema (83, 10 1, 189). Es en esta segunda fase 
donde muestran mayor relevancia 10s eventos plasticos. 
1.1.3. Modelos para el estudio de la plasticidad 
Si bien 10s mecanismos de plasticidad del SNC participan en diversos aspectos del 
funcionamiento nervioso, 10s procesos neuroquimicos subyacentes no se conocen en 
profundidad. Sin embargo, en las ultimas decadas el desarrollo de distintos modelos 
experimentales favorecio el estudio de 10s mecanismos basicos operantes en 10s 
procesos plasticos. 
Los modelos mas amplios y descriptivos desarrollados en la investigacion de la 
plasticidad del SNC involucran, casi invariablemente, el estuho de aspectos 
neuroquimicos y neuromorfologicos asociados a1 bloqueo de estimulos sensoriales. En 
estos modelos, se logro interferir con el establecimiento y refinamiento de 10s circuitos 
neuronales mediante una manipulacion relativamente sencilla de la experiencia 
sensorial (eliminacion, disminucion). 
El sistema visual de mamiferos ha sido extensamente estudiado como modelo de este 
t i p  de plasticidad. Hubel y Wiesel, demostraron en experimentos con gatos y tambien 
con monos Rhesus, que la deprivacion monocular por sutura de un ojo, generaba 
ceguera en el ojo deprivado de estimulacion lurninica (135), y que para este efecto 
existia un periodo critico. De esta manera, la ceguera se producia luego de la 
deprivation durante las primeras semanas del desarrollo postnatal pero no en animales 
adultos (176, 311). Posterionnente, el defect0 visual debido a la deprivacion h e  
correlacionado con una alteration de la organization estructural de la corteza visual 
(3 11). Distintos estudios complementaries, confirmaron la alteracibn morfologca de la 
arborizacion axonica en el nucleo geniculado lateral y de las arborizaciones thlamo- 
corticales (5 1, 87, 136). 
Un segundo modelo corresponde a1 estudio de 10s cambios p l~ t icos  en las heas 
sensoriales luego de la destruccion de las estructuras sensoriales aferentes. La 
denervacion por seccionamiento del nervio, o lesion del receptor periferico del estimulo 
sensorial, produce profundos cambios citoarquitectonicos, somatotopicos y funcionales 
de las heas corticales relacionadas (144, 283). En varios, Merzenick y sus colegas, 
evaluaron la representacion en la corteza sensorial de las sensaciones thctiles de 10s 
dedos de la mano en la corteza cerebral de primates (200,201). Sus descubrimientos 
muestran que a cada dedo le corresponde un hrea, per0 que estos sectores no son 
estiiticos y pueden cambiar su fonna y caracteristicas en funcion de la experiencia. 
Luego de la amputation de un dedo, por ejemplo, las aferencias de 10s restantes digtos 
se expanden gradual y constantemente, per0 manteniendo las relaciones primarias. Esto 
h e  observado con las aferencias de 10s dedos 2 y 4 tras la amputacion del dedo del 
medio. Cuando la expansion se completa, la zona del cerebro que representa la 
superficie de la mano es proporcionalmente mayor, mientras que la representacion de 
10s dedos 2 y 4 se hlzo mas fina. 
Por ultimo, otro modelo de estudio de la plasticidad sensorial involucra la corteza 
somatosensorial primaria de rat611 (202). Cada bigote del animal esth representado en 
la corteza somatosensorial contralateral en una agregacion neuronal independiente 
denominada ((barril)) (3 1 8), facilmente visualizable histoquimicamente por la deteccion 
de citocromo oxidasa (168). Los experimentos de denervacion de estas estructuras 
muestran alteraciones del neuroreceptor colinergico muscarinico, de las sinapsis 
gabaergcas y de la actividad de acetilcolinesterasa (94,202). 
En conclusion, las investigaciones en 10s distintos modelos de plasticidad sensorial 
demuestran que la perdida o disminucion de la hcionalidad de las estructuras 
sensoriales, de las vias aferentes, o de ambas, conduce a alteraciones neuroquimicas y 
morfologicas notorias. 
1.1.4. Estimulacidn motora y plasticidad motora 
El estudio del efecto de la estimulacion sensorial en la plasticidad del SNC ha sido 
posible en gran medida gracias a la relativa facilidad de manipulacion de la experiencia 
visual y de diseccion y analisis del sistema visual. Sin embargo, existen otros tipos de 
estimulacion de mayor complejidad y del mismo o mayor interes, como es la 
estimulaci6n motora. El estudio de plasticidad fiente a la estimulacion motora 
incorpora el analisis de estructuras nerviosas involucradas en la respuesta del SNC, las 
eferencias y no solo las aferencias como en 10s sistemas sensoriales. Por otra parte el 
sistema motor presenta caracteristicas de integracion y funcionamiento de nivel 
superior a1 sistema visual. Debido a la complejidad del manipuleo y analisis de la 
experiencia motora, no existen practicamente modelos de investigacion que permitan el 
abordaje del estudio de la plasticidad motora en el SNC. 
En este campo, podria volver a nombrarse 10s estudios de la corteza cerebral de 
primates amputacion de 10s digitos en primates (200, 201) ya que en realidad 
intervienen tanto procesos nerviosos sensoriales como motores, asociados a1 
movimiento de 10s dedos. De todos modos, el componente principal es la eliminacion 
del estimulo sensorial y la utilizacion de este diseiio para interpretar 10s mecanismos 
relacionados con la plasticidad motora son dificilmente evaluables. 
En segundo lugar, un sistema util para la evaluacion de la plasticidad motora es el 
estudio de la uni6n neuromuscular. Bajo este diseAo experimental han sido estudiados 
diversos aspectos de la plasticidad sinaptica asociada con la inervacion muscular. 
Purves y Lichtman realizaron trabajos donde analizaron 10s mecanismos de 
competencia entre las fibras axonicas que regulan el niunero y distribucion de las 
sinapsis luego de la denervacion muscular (246). De este modo, comenzo a 
comprenderse 10s eventos neuroquimicos y neurofisiologicos que participan en la 
determinacion del patron de conectividad sinaptica. Recientemente, Colman y 
colaboradores, estudiando la inervacion del musculo trapezoidal del raton, 
comprobaron la existencia de cambios especificos que preceden la eliminacion de una 
sinapsis (44). Las fibras musculares, temporalmente inervadas en forma simultinea por 
dos axones, mostraron un patron electrofisiol6gico similar a1 principio, de acuerdo a 10s 
registros intracelulares. En forma posterior, ambas uniones comenzaron a diferenciarse. 
La conexion que finalmente sobrevivio, aumento su fortaleza sinaptica mediante el 
increment0 de la cantidad de neurotransmisor liberado. La otra fue tornandose mas 
debil debido a una reduccion del cuanto de liberacion de neurotransmisor y una 
disminucion en la densidad postsinaptica del receptor. Finalmente fue eliminada. 
Estos experimentos aportan informacion que permite relacionar 10s cambios en el 
disparo neuronal con cambios a largo plazo que afectan el patron de conectividad del 
sistema nervioso de mamiferos. 
Aunque representa el analisis de 10s mecanismos intervinientes en el Sistema Nervioso 
Periferico, resulta ser un modelo adecuado para interpretar 10s eventos que participan 
en el reemplazo sinaptico. Estas y otras investigaciones permitieron comprender que 10s 
procesos son similares en el SNC (46). 
Si bien la extrapolacion no puede hacerse en forma directa, 10s trabajos citados proveen 
herrarnientas para entender y dirigr la investigacion de la plasticidad motora del SNC. 
1.1.5. Los mecanismos pl4sticos y la importancia de 10s neuroreceptores 
Desde la primera identificacion de 10s neuroreceptores, rapidamente h e  reconocida la 
importancia fundamental de estas molCculas en la regulacion de la eficacia de la 
neurotransmision y del procesamiento de la informacion nerviosa. La manipulation 
farmacologica con agonistas y antagonistas de 10s distintos neuroreceptores permite 
describir, a traves de la activacion o bloqueo, respectivamente, el papel critic0 que estas 
moleculas desempefian en 10s mas variados procesos nerviosos. 
La gran diversidad de tipos y subtipos de neuroreceptores y la amplia gama de eventos 
intracelulares a 10s que pueden acoplarse, permiten pensar en 10s neuroreceptores como 
una variable indispensable para interpretar molecularmente las diversas funciones del 
SNC (278). Fisiologicarnente ademas, 10s neuroreceptores pueden ser rapidamente 
regulados en cantidad y en actividad, permitiendo modificar la respuesta neuronal 
frente a 10s mas variados estimulos externos. La diversidad y la capacidad de regulacion 
por la actividad, son dos caracteristicas que le otorgan a 10s neuroreceptores un papel 
principal como eje molecular de regulacion durante 10s distintos procesos plasticos. 
1.1.6. Importancia del estudio de la plasticidad durante el desarrollo 
Distintos estudios, principalmente 10s realizados en la via visual, muestran claramente 
que la plasticidad durante el desarrollo presenta caracteristicas imicas que lo 
diferencian de la plasticidad del cerebro maduro. La investigacion de 10s mecanismos 
plasticos durante el desarrollo presenta, asi, una importancia adicional debido a su 
capacidad de intervenir en alteraciones mucho mas profundas de la neuroquimica y la 
estructura del SNC. Las consecuencias de la interferencia de 10s mecanismos plasticos 
durante las primeras etapas de la vida postnatal puede acarrear consecuencia graves e 
irreversibles como demuestra la observation de diversas alteraciones funcionales por el 
efecto de la administracion de agentes quimicos (260, 261, 288). La respuesta plastica 
diferencial de este periodo es indicadora, tambien, de la presencia de ciertas 
caractenisticas distintivas que no se encuentra presente en otras etapas de la vida 
posnatal, y por lo tanto, solo pueden estudiarse durante el desarrollo. 
Por otra parte, la capacidad de generar cambios pennanentes durante el desarrollo del 
SNC no solo debe evaluarse como un riesgo potencial sin0 que ofiece, a su vez, la 
posibilidad de utilizar dicho periodo para revertir, definitivamente, alteraciones 
preexistentes en el organismo. La oportunidad de utilizar este periodo de sensibilidad 
para mejorar, mediante la estimulacion nerviosa, la funcionalidad del SNC resulta 
promisoria. De hecho, la estimulacion temprana es una practica meQca utilizada para 
revertir deficits motores aunque, desconociendose 10s fundamentos neuroquimicos 
subyacentes, representa m a  metodologia fmdamentalmente empirica. 
Desde el mismo punto de vista, la exposicion a f h a c o s  y otros elementos quimicos 
durante el desarrollo puede ser evaluado como un factor beneficioso y abre la 
posibilidad de nuevas aplicaciones terapkuticas (175). En 10s dos casos, tanto para 
evitar consecuencias desfavorables como para revertir alteraciones previas, es 
imprescindible la comprension de 10s mecanismos plasticos presentes durante el 
desarrollo. 
1.2. COMPORTAMIENTO MOTOR Y PLASTICIDAD MOTORA 
1.2.1. Significado del estudio del comportamiento motor 
Un eje principal de las investigaciones en neurobiologia corresponde a1 estudio del 
comportarniento motor. A partir de distintas metodologias experimentales, la ciencia 
intenta descubrir el fundamento neuroquimico subyacente a1 control normal de la 
actividad motora, como asi tambien la compresion de las distintas fisiopatologias 
motoras. El primer paso exitoso en pos de dicho objetivo, fue la explicacion 
neuroquimica de las distintas disquinesias (e.g. enfennedad de Parkinson, corea de 
Huntington). Si bien no es completa y puede ser aim profundizada en gran medida, 
permitio relacionar por primera vez una estructura nerviosa particular, en este caso 10s 
ganglios basales, con una patologia detenninada del SNC (236). 
Independientemente del exito de estas investigaciones, la comprension de las bases 
neuroquimicas del comportamiento motor tambien resulta de interes clinico. Distintos 
estudios, por ejemplo, presentan evidencias de que una mayor actividad fisica se 
relaciona con un mejor mantenimiento de la funciones cognitivas, incluyendo 10s 
procesos de memoria (42, 68, 72, 79, 95, 192). Tambien que el entrenamiento fisico 
mejora el estado psiquiatrico (25, 183) y previene la disminucion de las fbnciones 
cognitivas por el envejecimiento (24, 262). Dentro del mismo camp,  estudios 
experimentales en animales demuestran que la actividad motora puede modificar 
distintos sistemas de neurotransmision. Puede revertir la caida de la funcion 
dopaminergica relacionada con el envejecimiento (95, 193) y tambien modificar 10s 
niveles del receptor colinergco muscarinico en hipocampo (80) y del dopaminergco en 
cuerpo estriado (93). 
No obstante estos resultados, 10s procesos plasticos desencadenados por la actividad 
motora aim esGn muy lejos de ser dilucidados. El descifiamiento de las funciones 
motoras normales necesita de un analisis mas profbndo para comprender 10s 
mecanismos celulares y moleculares intervinientes. La busqueda de estrategas 
preventivas y correctivas de las diversas patologias motoras, neurodegenerativas y de la 
alteracion por envejecimiento de las funciones nerviosas superiores tarnbien lo requiere, 
ya que en ambos t i p s  de procesos, normales y patologicos, la plasticidad motora 
desempeiia un papel fundamental. 
1.2.2. Induccidn de mecanismos plhsticos por la actividad motora 
Si bien las transformaciones neuroquimicas involucradas en 10s procesos plasticos 
distan mucho de ser comprendidas en su totalidad, nuevas conclusiones han sido 
aportadas a partir del estudio de la actividad fisica. 
Ademas de 10s cambios ya mencionados sobre 10s sistemas de neurotransmision, 
estudios recientes demostraron la induccion en el hipocampo, por el entrenamiento 
fisico, de dos factores troficos, el NGF y el BDNF (213, 214). Estos factores troficos 
esthn asociados con distintos mecanismos plilsticos (291), en particular con el reciclaje 
de neurotransmisores (5, 221, 273) y el crecimiento neuronal (59, 221). Por otro lado, 
tambien fbe descripta la regulation de la expresion de 10s mencionadas moleculas por 
la actividad neuronal (26, 114, 325) y resaltada la importancia de dicha actividad 
neuronal, a traves de 10s sistemas de neurotransmision, en 10s mecanismos plasticos y 
en la determinacion de 10s patrones de conectividad que determinan la funcionalidad 
del SNC (83, 101, 189, 291). De esta manera, la actividad motora parece capaz de 
desencadenar 10s distintos mecanismos de plasticidad a partir de la activacion neuronal 
de las vias nerviosas involucradas. 
1.2.3. Pruebas para el anailisis del comportamiento 
En 10s estudios de plasticidad sensorial, 10s cambios morfologicos y neuroquimicos son 
evaluados a partir de la modificacion de un estimulo sensorial particular (e.g. 
estimulacion lurninica y plasticidad visual); analogamente, la plasticidad motora 
requiere el empleo y manipulation de una estimulacion motora. En realidad, la 
estimulacion motora es una variable mucho mas compleja y una gran variedad de 
pruebas motoras han sido desarrolladas para el estudio de esta actividad (92). Dichas 
pruebas han sido categorizadas de acuerdo a las funciones cerebrales que esthn 
involucradas mayoritariamente en cada tarea particular (e.g. aprendizaje asociativo y de 
habilidades motoras, funciones sensoriales, nivel de actividad, respuestas 
farmacologicas). Las pruebas motoras pueden clasificarse en pruebas apicales y no 
apicales (303). 
Las pruebas no apicales se centran en la evaluacion de comportamientos especificos 
que reflejan la funcion de un hrea particular del cerebro. En muchos casos estos 
comportamientos son innatos y estereotipados. Por el contrario, en las pruebas apicales 
intervienen varias regiones cerebrales. Las pruebas apicales involucran distintos t i p s  
de aprendizaje y funciones sensoriales, asi como el desarrollo de habilidades motoras. 
Por lo tanto, el SNC debe integrar, funcionalmente, distintas estructuras nerviosas para 
el desarrollo exitoso de la prueba. 
1.2.4. Estudio del comportamiento motor 
Las pruebas utilizadas para el estudio del comportamiento motor deben presentar ciertas 
caracteristicas (32, 92, 303). La prueba ideal deberia considerar: (a) la medicion 
cuantitativa del cumplimiento de la prueba, (b) la presencia de distintos procesos 
neuronales superiores (e.g. aprendizaje asociativo, destreza motora) debe ser evaluada, 
preferentemente, en forma independiente o bajo distintas variables, (c) la prueba debe 
ser objetiva y reproducible y por lo tanto independiente del experimentador. Desde este 
punto de vista, la implernentacion de procedimientos automaticos de anhlisis, 
cuantificacion y recoleccion de datos resulta aconsejable; (d) la duracion de la prueba 
debe ser lo suficientemente extensa, m8s de 10 minutos, para minimizar 10s factores 
emocionales y exploratorios innatos. En contraparte, es aconsejable que no exceda 10s 
30 minutos para minimizar 10s efectos del agotamiento fisico y perdida de la 
motivacion por la actividad, (e) la prueba deberia ser capaz de estudios longtudinales 
en el mismo animal, por lo tanto, las pruebas apicales deberian ser no-invasivas en 
naturaleza. Para este ultimo caso, obviamente, corresponde evaluar 10s objetivos de la 
prueba. 
Otra caracteristica valiosa de estas pruebas es que la respuesta comportamental induce 
una actividad neurofisiologica mensurable. De este modo, el comportamiento motor 
puede ser correlacionado con parhetros neuroquimicos y neurofisiologcos. Esta 
asociacion entre la respuesta comportamental y 10s procesos neurofisiologicos permite 
abordar el aspect0 neuroquimico del comportamiento y la plasticidad motora desde un 
punto de vista cuantitativo. 
1.2.4.1. El entrenamiento rotatorio y la inducci6n de cambios plhsticos 
El comportamiento rotatorio en animales, el giro sobre si mismo, ha despertado gran 
interes y ha sido extensamente estudiado en ratas y ratones. La actividad rotatoria que 
es parte del comportamiento motor normal (7, 96, 97), puede ser inducida por la 
administration de 6-hidroxidopamina que destruye en forma especifica las 
proyecciones dopaminergicas de la sustancia nigra a1 cuerpo estriado (125, 295, 302). 
Experimentaciones fannacologcas con agonistas y antagonistas dopaminergicos han 
permitido confirmar la funcion de estas dos estructuras y de las vias dopaminergicas en 
el comportamiento motor (41, 96, 302). Por otra parte, a partir de lesiones de las vias 
nigroestriatales, heron estudiados 10s mecanismos plasticos que se disparan en el 
cuerpo estriado luego de la desaferentacion. Estas alteraciones involucran cambios en la 
densidad y en 10s niveles de expresion de 10s neuroreceptores dopaminergcos (248). 
Estos resultados permitieron utilizar a1 comportamiento rotatorio como un modelo para 
el estudio neuroquimico de la actividad motora (258). Es interesante notar, ademas, que 
alteraciones neuroquimicas de este t i p  e s th  involucradas en diversos procesos 
motores fisiopatologcos como la enfermedad de Parkinson, corea de Huntington y 
disquinesia tardia (236). 
Analogamente, el empleo de una prueba donde 10s animales realizan una actividad 
circular en un disco, permitio obtener resultados y conclusiones similares (321). El 
comportamiento circular condicionado (a traves de un aprendizaje y sin mediar 
ningh t i p  de lesion o tratamiento fmacol6gico) induce cambios en el metabolismo 
de la dopamina en el cuerpo estriado (321, 324), activacion de la tirosina-hidroxilasa 
(21 1) y el disparo de las neuronas dopaminergicas de las sustancia nigra (60). 
Por todo lo expuesto, el comportamiento circular resulta ser un modelo biologco util 
para el estudio neurofisiologico y neuroquimico de las funciones motoras. Ademas, la 
sistematizacion de un test de entrenamiento circular en nuestro laboratorio demostro, 
mediante el uso de drogas de reconocido efecto sobre el SNC, que el TEC es una 
prueba motora que sirve especificamente para la evaluacion de plasticidad en las 
estructuras nerviosas involucradas en el comportamiento motor (3 1,32). 
1.2.4.2. El test de entrenamiento circular (TEC) 
El TEC es un modelo de comportamiento condicionado operante en el cual ratas 
deprivadas de agua son entrenadas para correr en circulo en una direccion pre- 
establecida (gro hacia la derecha o hacia la izquierda), en busca de una recompensa de 
agua. Este modelo fue inicialmente desarrollado para el estudio del metabolismo 
dopaminergco involucrado en la actividad motora (321) y permite evaluar no solo la 
actividad motora per se, sin0 tambien la importancia de la lateralidad cerebral en la 
funcion motora y el aprendizaje asociativo. Por otra parte, esta prueba curnple con las 
distintas caracteristicas relacionadas con las pruebas apicales que fueran descriptas 
anteriormente. A1 cuantificar el n h e r o  de vueltas y la velocidad de cada animal 
durante una sesion, el TEC permite evaluar la destreza motora. Tambien, y 
precisamente por ser una prueba condicionada con participaci6n de un aprendizaje 
asociativo, el TEC permite evaluar esta variable en base a la cuantificacion del nhnero 
de errores (gros en el sentido no recompensado). Es importante agregar que en esta 
prueba conductal tambien deben considerarse 10s procesos nerviosos relacionados con 
la recompensa y la motivacion. De este modo, el TEC pennite estudiar diversos 
aspectos de la plasticidad del SNC: la plasticidad motora y la plasticidad relacionada 
con el aprendizaje, la memoria y la motivacion. 
1.2.4.3. El test del disco giratorio (TDG) 
Las ratas colocadas en una platafonna en movimiento desarrollan un patron de 
actividad locomotora voluntaria, independiente de una recompensa. Esta observacion 
ha dado lugar a1 disefio de distintas estructuras capaces de cuantificar y estudiar este 
comportamiento. El uso del disco giratorio con este proposito fue descripto por primera 
vez por Richter y Wang en 1926 (255). El TDG, como se utiliza en el presente trabajo, 
es un modelo de entrenamiento no condicionado. Consiste en una platafonna giratoria 
donde el animal es ubicado y como respuesta a1 movimiento giratorio del piso, corre 
sobre el disco siguiendo el recorrido circular en sentido contrario a1 del gro. El TDG 
presenta caracteristicas muy similares a1 TEC con la excepcion de la ausencia de un 
comportamiento condicionado y por lo tanto permite el estudio de la plasticidad motora 
independientemente de la plasticidad relacionada con el aprendizaje asociativo y la 
motivacion por la recompensa. 
1.3. EL CUERPO ESTRIADO EN EL ESTUDIO DE LOS CAMBIOS 
PLASTICOS 
1.3.1. Elecci6n del cuerpo estriado 
El comportamiento motor es un proceso complejo donde intervienen distintas 
estructuras del SNC en una complicada integracion espacial y temporal. El estudio 
conjunto de las distintas estructuras involucradas es, desde todo punto de vista, 
imposible de realizar. Como en todo modelo de investigacion, la segrnentacion de una 
parte de la naturaleza se hace necesaria para la evaluation e interpretacion del 
fenomeno en estudio. En este aspecto, el cuerpo estriado presenta caracteristicas que 
permiten, a h  segmentando el area de analisis, mantener en estudio las diversas y 
numerosas variables que participan del comportamiento motor. Como se vera a 
continuation, en el cuerpo estriado, componente principal de 10s ganglios basales, se 
encuentran presentes 10s distintos mecanismos de plasticidad que fueran indicados en el 
primer capitulo. 
Si bien 10s ganglios basales no tienen acceso direct0 a las neuronas motoras de la 
medula espinal, representan una etapa fundamental en la regulation de la actividad 
motora. Su ubicacion y su estructuracion particular le permite actuar junto con la 
corteza cerebral en la ejecucion de diversas funciones nerviosas, no solo de la respuesta 
motora. Precisamente, entre las discusiones actuales se encuentra la controversia sobre 
la participacion de 10s ganglios basales, en particular el cuerpo estriado, en funciones 
motoras y cogmtivas (45, 197,224). 
El estudo del cuerpo estriado se ha convertido, asi, en uno de 10s temas de 
investigacion mas importantes y mas citados en neurobiologia (108), ya que permite el 
abordaje de cuestiones de amplia implicancia. Dentro del perfil del presente trabajo, el 
cuerpo estriado sirve como un modelo para el estudio de la neuroquimica de la funcion 
motora, la neuroplasticidad y 10s procesos comportamentales complejos asociados a la 
actividad funcional generada en 10s animales. 
1.3.2. El cuerpo estriado y la actividad motora 
La participacion del cuerpo estriado en la actividad motora fue seiialada por primera 
vez tras ser descubierto que las lesiones en esta estructura producian alteraciones en 10s 
movimientos fisicos en seres hurnanos. La primera de estas observaciones fue realizada 
por Kinnier Wilson en 1912, quien comprobo que el desarrollo de movimientos 
anormales involuntarios (disquinesias) se debia a la lesion de la mencionada area 
cerebral en la enfermedad que lleva su nombre, tarnbien denominada degeneracion 
hepatolenticular (1 50). Otra patologias motoras (e.g. enfermedad de Parkinson, corea de 
Huntington, etc) incluyen siempre serios trastornos del cuerpo estriado (4, 38, 236, 
3 10). Precisamente, gran parte del interes en el estudlo de 10s ganglios basales y en su 
componente principal, el cuerpo estriado, nacio del desciframiento de las alteraciones 
estructurales y funcionales encontradas en el cuerpo estriado en las neuropatias motoras 
recien citadas. La corea de Huntington, por ejemplo, esth caracterizada por la perdida 
de neuronas estriatales eferentes e intrinsecas, mientras que la bradiquinesia propia de 
la enfermedad de Parkinson, que representa la patologia motora opuesta, esta 
relacionada con la degeneracion de la via dopaminergica nigroestriatal. Los 
movimientos coreicos fueron descriptos por Kinnier Wilson como procesos motores 
normales, per0 fragrnentados debido a la incapacidad de mantener la actividad motora 
en marcha y suprimir a1 mismo tiempo 10s movimientos no deseados (150). 
La bradiquinesia, por el otro lado, esta vinculada con la sobreactividad de 10s circuitos 
facilitadores primarios con inadecuada inhibition de la modulacion del comportamiento 
en ejecucion por la via dopaminergca nigroestriatal (236). En todos 10s casos estA 
demostrada la alteracion celular y neuroquimica del cuerpo estriado como causa 
principal. 
Desde el campo farmacologco, tambien se aportaron pruebas de la vinculacion del 
cuerpo estriado con el control de la actividad motora. Por un lado, se observo la 
induccion de disquinesias durante el tratamiento clinic0 con f h a c o s  que actuaban 
sobre el cuerpo estriado o la via nigroestratal como la levodopa ( 1  5) y 10s antipsicoticos 
(14). Evidencias similares heron obtenidas luego de la lesion experimental del cuerpo 
estriado con acido cainico (64) o con acido quinolinico (218). Complementariamente, 
otros investigadores evaluaron el efecto de la lesion unilateral de la via nigroestriatal 
sobre el comportamiento motor. La destruction electrolitica (280) o farmacologica (96) 
de esta via generaba una comportamiento rotational relacionado con el mantenimiento 
asimetrico del control del movimiento. 
Desde otra perspectiva, el cuerpo estriado tambien demuestra su papel singular en la 
regulation de la actividad motora dado que es el blanco principal de la accion 
neurofarrnacologica de estimulantes psicomotores como la cocaina y la anfetamina 
(105, 161,217). 
Finalmente, el regstro electrofisiologco de las neuronas estriatales durante el 
comportamiento motor sustenta la idea de la su participacion en 10s procesos 
relacionados con dicha actividad (107, 196). Ademas el cuerpo estriado fue la primera 
estructura donde se demostro una modificacion neuroquimica especifica luego de la 
estimulacion motora; la activacion de la tirosina hidroxilasa, una enzima limitante de la 
sintesis de dopamina (21 1). 
1.3.3. Procesos de aprendizaje y memoria 
Por mucho tiempo, el interks experimental en el cuerpo estriado estuvo relacionado con 
su participacion en el control de la respuesta motora, sin sospecharse que la misma 
estructura pudiera estar relacionada con procesos de aprendizaje y memoria. Si bien 
fueron halladas alteraciones de estas ultimas funciones nerviosas en pacientes con 
fisiopatologias motoras, en un principio se penso que su observacion estaba relacionada 
con la degeneracion progresiva de otros centros nerviosos, y no con una vinculacion 
directa del cuerpo estriado en funciones cognitivas. 
Sin embargo, con el tiempo heron acumulandose evidencias que transformaron a1 
cuerpo estriado en una estructura mucho mas compleja que lo sospechado inicialmente. 
El descubrimiento de patrones de Qsparo neuronal relacionados con memoria en la 
sustancia nigra pars reticulata, una estructura receptora de fibras estriatales, abrio el 
estudio de 10s procesos de aprenhzaje y memoria en el cuerpo estriado (127). Diversas 
investigaciones, la mayoria de ella en seres humanos, muestran la importancia del 
sistema corticoestriatal en el aprendizaje motor y la memoria implicita involucrada en 
la adquisicion de habilidades cognitivas, perceptuales y motoras (54, 268, 271), asi 
como en el desarrollo de habitos de estimulo-respuesta (205,27 1). 
Los estudios en el cuerpo estriado muestran que esta estructura es critica para la 
adquisicion de habilidades que requieren la generation de programas que guien su 
realizacion. 
Los pacientes con corea de Huntington, una enfermedad que produce degeneracion 
progresiva del cuerpo estriado, presentan deficits en el aprendizaje de tareas motoras de 
rotacion (36) y visuoperceptuales (235). Trastornos similares fueron observadas en 
pacientes recuperados de una hemiparesis por infarto primario de 10s ganglios basales 
(245) y tambien se detectaron anonnalidades en el cuerpo estriado por analisis con 
resonancia magnetico-nuclear en pacientes con disquinesia tardia, quienes presentaron 
un bajo nivel de aprendizaje de actividades motoras (102). 
Nuevas evidencias, obtenidas en experimentaciones con ratas, indican que el daiio del 
cuerpo estriado impide el aprendizaje de evitacion que implica moverse a1 otro lado de 
un ambiente para evitar un shock electric0 (67). Los animales tambien muestran 
falencias para aprender a grar en una determinada direccion a fin de obtener un 
refuerzo alimenticio (149). Otros experimentos demostraron la disociacion del 
aprendizaje de habituacion, la formacion de una preferencia condlcionada y el 
aprendzaje relacionado a un estimulo en ratas con lesiones electroliticas o neurotoxicas 
en el cuerpo estriado (199). 
De todas maneras, el daiio del cuerpo estriado no afecta otros tipos de aprendizaje, 
como el aprendizaje asociativo relacionado con el hipocampo (198). En este sentido, 
estudios experimentales en animales y la evaluacion en seres hurnanos muestran la 
existencia de dos sistemas independientes de aprendizaje. El hipocampo y las 
estructuras anatomicamente relacionadas participan en el aprendizaje que requiere 
memoria espacial y relacional; mientras que el cuerpo estriado participa en el 
aprendzaje motor y en el aprendizaje de habituacion no motor que requiere una 
capacidad asociativa de incrementacion gradual (1 57, 198). 
1.3.4. Mecanismos de recompensa y motivaci6n 
Toda prueba comportamental condicionada, no solo involucra mecanismos de 
aprendizaje sino tambien procesos vinculados con la recompensa y motivacion. El 
cuerpo estriado es una estructura relacionada con la motivacion a traves de su 
participacion en el sistema limbic0 (257). Por ejemplo, existen evidencias que indican 
que el efecto del estimulo condicionado en la motivacion comportamental durante una 
prueba de entrenamiento, depende de la interaccion del sistema glutamatergico 
(receptor NMDA) y dopaminergico en el cuerpo estriado y su conexion con 10s nucleos 
amigdalinos (256). Otros investigadores confirmaron la importancia del cuerpo estriado 
en estos procesos, a1 estudiar ratones transgenicos con deficits en el funcionamiento de 
esta estructura (320). Tambien se realizaron investigaciones en monos, donde se 
comprobo que 10s mecanismos de recompensa y motivacion estan correlacionado con la 
actividad neuronal del cuerpo estriado y la via nigroestriatal(6,279,3 14). 
1.3.5. El cuerpo estriado, 10s mecanismos plhsticos y su importancia clinica 
Ademas de la importancia del estudio del papel que desempefia el cuerpo estriado en 
10s procesos motores, cognitivos y motivacionales normales, esta estructura presenta 
una particular relevancia clinica. El cuerpo estriado es el centro de distintos desordenes 
neuropsiquiatricos que involucran degeneraciones cognitivas y motoras: Ademas de ser 
un blanco farmacologico por excelencia, debido a la alta concentracion de 
neuroreceptores, el cuerpo estriado se ve afectado por distintas drogas de abuso, como 
la cocaina, la morfina y la anfetamina (105, 190, 207, 324). Estas drogas generan 
profundos cambios a nivel postranscripcional y en la expresion genetica de las neuronas 
estriatales, lo que indicaria la activacion de 10s mecanismos plasticos del cuerpo 
estriado (160, 216). La cocaina, por ejemplo, afecta la liberacion y recaptacion de 10s 
neurotransmisores catecolaminergicos (161). Mas importante aim es el efecto sobre el 
c-fos y el JunB. Mediado por la activacion de 10s receptores dopaminergcos y 
glutamatergicos en el cuerpo estriado, tanto la cocaina, la morfina, como las 
anfetaminas disparan la expresion de estos dos proto-oncogenes (105, 190, 207, 324), 
10s que a su vez estan involucrados con una amplia variedad de respuestas plasticas en 
el cuerpo estriado (251, 267). Todos estos experimentos en conjunto presentan a1 
cuerpo estriado como un nuevo modelo para el estudio de 10s mecanismos 
intracelulares que subyacen a 10s cambios plasticos neuronales, lo que sugiere nuevas 
aproximaciones para comprender el efecto de las drogas de abuso. 
Tambien 10s neurofarmacos e s t h  fuertemente relacionados con estos mecanismos. Los 
citados compuestos son drogas utilizadas para controlar distintas afecciones 
neurologrcas. Precisamente el cuerpo estriado, por su participation en 10s distintos 
desordenes neurodegenerativos, es un blanco principal de 10s mismos. El efecto de estas 
drogas sobre 10s mecanismos plasticos del cuerpo estriado son importantes para la 
comprension, control y prevencion de las distintas afecciones. Los amplios estudios 
realizados sobre el efecto del haloperidol, un neuroleptico potente utilizado como 
antipsicotico, son un ejemplo claro del efecto de estas drogas sobre la plasticidad del 
cuerpo estriado. En efecto, distintas publicaciones muestran el desarrollo de 
hipersensibilidad a agonistas dopaminergicos y cambios de la plasticidad sinaptica y 
morfologica debido a1 haloperidol en el cuerpo estriado y en otras areas cerebrales (148, 
Conjuntamente con el empleo de la farmacologia para el tratamiento de afecciones 
neurologrcas que involucran a1 cuerpo estriado, recientemente se ha implementado una 
segunda estrategia totalmente distinta per0 donde tarnbien intervienen 10s procesos 
plasticos, el transplante neuronal y la regeneracion nerviosa (77). Tambien en este caso, 
el circuit0 nigroestriatal es un blanco particularrnente investigado melante esta 
metodologia (187). El exito clinic0 en este c a m p  estd relacionado con el analisis de 
estrategias que combinen distintos tratamientos con la activacion de rutas que aurnenten 
la eficiencia de reparacion del daiio causado por las distintas neuropatias. Para resolver 
esta problematica compleja, es necesario tener en cuenta cada refinamiento en nuestro 
conocimiento de 10s circuitos neuronales, arquitectura funcional y mecanismos 
plasticos del cuerpo estriado. 
1.4. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL CUERPO ESTRZADO 
1.4.1. Anatomia funcional y organizaciiin estructural 
La estructura anatomica-funcional y la organizacion interna del cuerpo estriado ha sido 
extensamente descripta en ratas, gatos, monos y seres humanos (90,9 1,233). El cuerpo 
estriado, conformado por el nlicleo caudado y el putamen, es la estructura mas 
importante y prominente de 10s ganglios basales. Junto con el globo palido 
(paleostriado), la amigdala o nucleos amigdalinos (arquiestriado) y el nucleo 
subtalamico, conforma 10s ganglios basales. Morfologicamente, el cuerpo estriado es 
una estructura alargada con una cabeza piriforme que se continua por un extremo 
delgado, prolongado caudoventralmente. 
Sus principales conexiones se diagraman en la figura 1. Recibe sus aferencias 
principalmente de la corteza cerebral y representa la primera etapa en la trasposicion 
del mapa funcional cortical a 10s ganglios basales. Virtualmente todas las areas 
funcionales corticales (incluyendo areas motoras, sensoriales, asociativas y limbicas) 
participan con distinto grado de proyecciones, donde la contribucion de la corteza 
sensorimotora es particulannente importante y menos trascendencia presenta la corteza 
visual (65, 123, 147, 165, 227, 249, 269). Las proyecciones corticoestriatales que 
desde el punto de vista de la neurotransmision son fibras glutamatergicas excitatorias, 
se originan en neuronas que se encuentran tanto en las capas supragranulares como en 
las infragranulares (143, 152,227,266). La contribucion relativa de las neuronas dentro 
de cada capa varia de acuerdo a1 sitio de proyeccion dentro del cuerpo estriado. Las 
neuronas corticales que se proyectan bilateralmente son pocas comparadas con el 
nimero de neuronas que lo hacen ipsilateral o contralateralmente (78, 164). 
CORTEZA 
FZGURA I .  Representacidn esquemdtica de las conexiones del cuerpo 
estriado. corteza envia proyecciones glutamattrgcas excitatorias a /as neuronas 
gabaPrgicas proyectivas del cuerpo estriado (espinosas medianas), /as cuaIes pueden 
clas~ficarse en dos tipos dverentes de acuerdo a sus sitios de proyeccion. Neuronas 
estriatopalihles (NEP) y neuronas estriatonigrales (NEN), que proyectan a1 globo pcilido 
y a la sustancia nigra, respectivamente. En ambos casos utilizan GABA como 
neurotrasmisor (transmision inhibitoria). Tanto Ias NEP como las NEN presentan una 
distribution homogenea a lo largo de todo el cuerpo estriado. Las N m ,  sin embargo, se 
subdividen en aquellas que proyectan a la sustancia nigra pars compacta (SNpc) o a la 
sustancia nigra pars reticulata (SNpr). Ademh, las neuronas gabaergicas del globo pdido 
aportan proyecciones inhibitorias a1 micleo subtalimico (NSlJ y a la Snpr. Por su parte, la 
sustancia nigra envia proyecciones dopaminergicas inhibitorias a1 talamo (en particular a 
10s nlicleos dorsomediales y medioventrales), el cual envia fibras glutamatergicas 
excitatorias a la corteza cerrando el circuito. Finalmente, a traves de fibras 
dopaminergicas la sustancia nigra ejerce una accion reguladora sobre el cuerpo estriado 
actuando sobre 10s receptores dopaminkrgico Dl y 0 2 .  Mientras que el talamo le envia 
proyecciones glutamatPrgicas. 
Del cuerpo estriado salen dos vias eferentes gabaergicas inhibitorias principales, las 
fibras estriatonigras que conectan directamente con la sustancia nigra pars reticulata y 
pars compacta y las fibras estriatopalidales, que conectan con el globo palido. A traves 
del globo palido se produce una conexion con la sustancia nigra pars reticulata, en 
fonna directa o haciendo escala en el nucleo subtalamico. El circuit0 fmcional se cierra 
con las proyecciones desde la sustancia nigra pars reticulata a1 talamo, por las 
proyecciones del globo palido a 10s nucleos anteroventral, lateroventral y 
centromediano del thlarno y la proyeccion thlamo-cortical por un lado, y por otro con la 
regulation inversa nigroestriatal de fibras dopaminergicas, desde la sustancia nigra pars 
compacta nuevamente a1 cuerpo estriado (90, 91, 233). Estas son las principales 
proyecciones de 10s circuitos donde interviene el cuerpo estriado aunque no representa 
m a  description exhaustiva. Existen otras conexiones menores como las eferencias 
nigrotalamicas que, conectadas con el nucleo intralaminar, realizan retroalimentacion 
sobre el cuerpo estriado (90), o las interconexiones entre 10s cuerpos estriados derecho 
e izquierdo (233). 
A medlda que se progreso en el conocimiento del cuerpo estriado se hizo evidente la 
existencia de una particular organizacion estructural. Desde la primera interpretacion de 
las fibras corticoestriatales se consider0 que cada hea  cortical proyecta con una estricta 
topografia sobre el cuerpo estriado (147). Una de las caracteristicas de la organizacion 
de las proyecciones corticoestriatales es la demostracion que las areas corticales 
asociativas, sensorimotoras y limbicas proyectan en fonna segregada a distintas 
regiones del cuerpo estriado, referidas como territorios estriatales asociativos, 
sensorimotores y limbicos, respectivamente (232). Esta parcelacion indica una 
organizacion espacial del procesamiento de la infonnacion que recibe el cuerpo 
estriado. 
Finalmente, otra caracteristica importante de la organizacion del sistema corticoestriatal 
esta determinado por la particular heterogeneidad del cuerpo estriado que muestra una 
estructura interna subdivida en dos heas distintas: la matriz y 10s estriosomas (o 
parches). Si bien no representan compartimientos independientes, ambas estructuras se 
diferencian entre si por la desigual Qstribucion de distintos neuropdptidos y enzimas 
vinculadas con la metabolizacion de distintos neurotransmisores (90, 104). Esta 
distribucion en matriz y parches, a1 que se le denomino mosaic0 es de importancia 
hc ional  ya que las distintas aferencias, eferencias y conexiones internas mantienen 
una distribucion particular en referencia a estas estructuras (88, 89,90,91,233). 
Por ejemplo, esta organizacion estA asociada a una segregation particular de neuronas 
eferentes, asi como de proyecciones aferentes; en particular para la interaccion 
nitroestriatal. Estudios realizados en ratas mediante transporte retrogrado demostraron 
que las proyecciones estriatales a la sustancia nigra son diferentes. Las neuronas 
gabergicas de 10s estriosomas proyectan a las neuronas dopaminergicas de la sustancia 
nigra pars compacta y pars reticulata, mientras que las neuronas gabaergicas de la 
matriz lo hacen sobre las neuronas gabaergicas de la sustancia nigra pars reticulata. Por 
lo general, ademas, la arborizacion dendritica de las neuronas proyectivas se mantiene 
restringida mayoritariamente a1 compartimiento correspondiente a la celula de origen. 
Por otra parte, el sistema aferente tambien presenta una organizacion similar. Las 
aferencias dopaminergicas sobre la matriz provienen de un grupo de neuronas 
localizadas en el area tegmental ventral, la zona dorsal de la sustancia nigra pars 
compacta y el hrea retrorubral. Las neuronas dirigidas sobre 10s estriosomas, en cambio, 
se originan de la zona ventral de la sustancia nigra pars compacta y de islas 
dopaminergcas presentes en la sustancia nigra pars reticulata. Del mismo modo, las 
proyecciones corticoestriatales terminan en formas agrupadas de diferente tarnaiio, con 
una organizacion que se correlaciona con la distribucion de 10s dos compartimentos. 
1.4.2. Tipos neuronales 
El conocimiento de la organizacion intrinseca del cuerpo estriado es obviamente un 
requisito necesario para entender la neurobiologia de 10s procesos en que este nucleo 
participa. Existen diferentes tipos de neuronas estriatales. Como 10s principales nucleos 
nerviosos, el cuerpo estriado esta compuesto por neuronas proyectivas (celulas Golg 
t i p  I) e interneuronas locales (celulas Golgi tipo 11). Sin embargo, a diferencia de la 
mayoria de las estructuras, las neuronas proyectivas presentan una relacion mucho 
mayor respecto a las interneuronas, en una relacibn 9: 1 en ratas y 3: 1 en primates (103). 
Las neuronas proyectivas del cuerpo estriado representan el 90% de las neuronas de esta 
estructura. Con un dihetro de 12-20 pm, dichas celulas irradian 4 a 5 dendritas 
primarias que se adelgazan y presentan una gran cantidad de especializaciones de la 
membrana conocidas como espinas dendriticas; se denominan neuronas espinosas 
meQanas (3 13). Su axon crece a partir del cuerpo neuronal o del sector proximal de un 
tronco dendritico y emite varias fibras colaterales antes de dejar la vecindad del cuerpo 
neuronal. Estas fibras colaterales se arborizan abundantemente de acuerdo a dos 
patrones definidos (145). El patron mas c o m h  consiste en la arborizacion axonal 
restringida a1 dominio dendritico propio de la celula de origen o, a lo sumo, a las 
neuronas vecinas. Los colaterales forman sinapsis con sus propias dendritas (autapsis) o 
dendritas de otras neuronas proyectivas vecinas. La arborizacion resultante permite 
participar a las neuronas proyectivas en 10s circuitos internos del cuerpo estriado (234). 
Un segundo patron de arborizacion, menos comh, consiste en una arborizacion mayor 
y mas extensa que va mas alla de la vecindad de la neurona de origen y que 
comunmente no interacciona con la celula originaria (145). 
Virtualmente todas las neuronas espinosas medianas son gabaergicas y tienen por lo 
tanto una funcion inhibitoria sobre sus blancos postsinapticos (225, 253). Tarnbien 
expresan ciertos neuropeptidos como sustancia P, encefalina, dinorfina y neurotensina 
(9, 74, 106, 130). La expresion simulthnea de algunos de estos peptidos permite definir 
subgrupos particulares de neuronas. 
Un segundo tipo neuronal son las interneuronas, celulas con caracteristicas 
morfologcas, fisiologicas y quimicas diferentes de las neuronas proyectivas ( 146). Los 
estuQos de coloracion por la tecnica de Golgi revelan una gran Qversidad celular per0 
la mayoria comparten una caracteristica comh, la ausencia o rareza de espinas en su 
dendritas. Las interneuronas pueden agruparse en dos amplias categorias morfologcas: 
(a) las interneuronas no espinosas gigantes, y (b) las interneuronas no espinosas 
medianas (63,146). 
Las interneuronas no espinosas gigantes son colinCrgicas y tienen cuerpos celulares 
de 20-60 pm de diametro, con pocas dendritas que, rarnifichdose en fonna radial, 
interaccionan ampliamente. El axon nace de un tronco dendritico y tambien se ramifica 
dentro del area propia de arborizacion dendritica y a veces mas alla, siempre dentro del 
cuerpo estriado. Estas interneuronas gigantes representan menos del3% de las neuronas 
estriatales y pueden ser reconocidas especificamente por la deteccion de la enzima CAT 
(242). 
Las interneuronas no espinosas medianas son gabaCrgicas y se dividen a su vez en 
tres categorias sobre la base de metodos inmunohistoquimicos (63, 146). El primer 
grupo contiente parvalbhina y la enzima GABA descarboxylasa (GAD), representan 
de13 a1 5% de la poblacion neuronal del cuerpo estriado y tienen un tamaiio de 10 a 25 
pm de diametro de cuerpo neuronal. Presentan de 5 a 8 dendritas y el axon es corto y 
profusamente arborizado. Un segundo grupo contiene somatostatina y neuropkptido Y. 
No contienen GAD pero si la enzima nicotinamida adenina dinucleotido fosfato 
diaforasa (NADPH-D), que estA involucrada en la produccion de oxido nitrico, 
postulado como mensajero retrogrado (30, 301). La interneurona somatostatinergca, 
representa del 1 a1 2 % de la poblacion neuronal, tiene un diametro de 12 a 35 ym, 
posee un axon corto y muy arborizado y 3 a 4 dendritas largas (1 50 ym), practicamente 
rectas, que exhlben apendices tipo espinas. Finalmente, el tercer grupo de interneuronas 
gabaergicas presenta inmunoreactividad para calretinina y GAD, y tiene entre 7 y 20 
ym de dihetro. 
1.4.3. Conexiones neuronales del cuerpo estriado 
Los diferentes tipos neuronales descriptos anteriormente participan en circuitos basicos 
donde el elemento central es la neurona espinosa mediana. Estas neuronas gabaergcas 
son el origen de las principales eferencias del cuerpo estriado, que se conectan con el 
globo palido y la sustancia nigra (90,9 1,233), dando tambien conexiones intrinsecas. 
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FZGURA 2. Representacidn esquedtica de la distribucidn de las 
conexiones extn'nsecas e intrinsecas sobre la neurona estriatal gabakrgica 
proyectiva. El diagrama muestra que las aferencias extrinsecas, corticales, talamicas y 
de la sustancia nigra pars compacta (SNpc), tienden a ubicarse sobre la zona distal del 
hrbol dedritico, mientras que las aferencias intrinsecas lo hacen preferentemente sobre la 
zona proximal. Lus fibras dopaminergrcas presentan una ubicacion crucial para modular 
el efecto glutamatergico cortical. Aunque no se grafica en este esquema, los receptores 
dopaminergicos se encuentran ubicados en la base de aquellas espinas que reciben 
glutamato en sus extremes. (GLU: glutamato, DA: abpamina, ACH: acetilcolina, GABA: 
acido gama amino butirico}. 
De 10s dos subtipos descriptos para las neuronas gabaergcas proyectivas, el subtipo que 
coexpresa GABA y encefalina expone receptores dopaminergicos D2 y conecta a1 
cuerpo estriado con el segment0 externo del globo palido, mientras que el subtipo que 
coexpresa GABA, sustancia P y dinorfina, expone receptores dopaminergicos Dl y 
proyecta a la sustancia nigra. 
Estu&os anatomicos tambien demuestran que estas neuronas son el blanco sinaptico de 
la mayoria de las aferencias estriatales, incluyendo las conexiones glutamatergicas de la 
corteza cerebral y del thlamo, de las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra pars 
compacta y de las fibras serotoninergicas del nucleo dorsal del Rafe; recibiendo 
tambien conexiones intrinsecas provenientes principalmente de las interneuronas. 
La distribucion de las sinapsis sobre la neurona gabaergica proyectiva presenta un 
esquema deterrninado (figura 2), pudiendo ubicarse sobre el brazo dendritico o sobre las 
espinas dendriticas y a su vez conectarse en la zona distal, me&a o proximal respecto 
del cuerpo neuronal, o directarnente sobre el cuerpo neuronal o la fibra axonica (233). 
Las aferencias extrinsecas interaccionan con la zona media y distal del hbol dendritico, 
tanto sobre el brazo dendritico como sobre las espinas; las fibras corticoestriatales 
realizan sinapsis asimetricas principalmente en la cabeza de las espinas dendriticas 
&stales y las conexiones thlamoestriatales realizan sinapsis asimktricas, principalmente 
en el extremo distal del brazo dendritico. Las fibras nigroestriatales realizan sinapsis 
simetricas en la zona media del brazo dendritico y en el cue110 de las espinas 
dendriticas, en particular, sobre aquellas espinas que reciben conexiones corticales y 
talhicas. Esta configuration indica m a  modulation de las fibras dopaminergicas 
nigroestriatales sobre las fibras corticales y talhmicas que conectan a las neuronas 
proyectivas medianas (29). 
Las interneuronas estriatales reciben pocas aferencias extrinsecas pero, con su extensa 
arborizacion colateral, representan otra fuente principal de aferencias para las neuronas 
proyectivas medianas del cuerpo estriado. Las interneuronas colinergicas realizan 
sinapsis simetricas virtualmente con todas las regiones de la neurona mediana 
proyectiva; con 10s brazos dendriticos, las espinas dendriticas y el pericarion neuronal 
en una relacion 5:3:2 respectivamente (130). La distribucion de las aferencias 
colinergicas es marcadamente diferente a1 de las aferencias corticales y talamicas, y 
tambikn de las aferencias de las interneuronas gabaergcas que se observan 
principalmente en el pericarion y 10s brazos dendriticos proximales. Sin embargo, es 
similar a1 de las conexiones dopaminergcas provenientes de la sustancia nigra. 
1.4.4. El sistema colinCrgico-dopaminCrgico 
Como se describio anteriormente, la interaccion de 10s sistemas colinergcos y 
dopaminergicos es de gran importancia en la funcionalidad, plasticidad y farmacologia 
del cuerpo estriado. El balance entre 10s niveles de acetilcolina y dopamina resulta 
fundamental para la funcion normal del cuerpo estriado (173). El aurnento de 10s 
niveles de acetilcolina por la deplecion de doparnina estA asociado con aquinesias, 
como la enfermedad de Parkinson, mientras que el aumento de 10s niveles de dopamina 
esta asociado a distintas hiperquinesias, como la corea de Huntington. Esto puede 
explicarse por las interacciones entre la dopamina y la acetilcolina a nivel del cuerpo 
estriado. La dopamina inhibe tonicamente la liberacion de acetilcolina y esta inhibition 
afecta un blanco postsinaptico comhn, la neurona proyectiva mediana. Sobre estas 
neuronas, la deplecion de dopamina tarnbien produce cambios plhticos drasticos, como 
el aurnento de la expresion de encefalinas y la disminucion de la expresion de sustancia 
P (106, 172). El concept0 de la interaccion entre la dopamina y la acetilcolina es 
interesante para explicar la funcionalidad del cuerpo estriado ya que la dopamina 
atenin el efecto de la estimulacion cortical (84), mientras que la acetilcolina parece 
facilitar el disparo de las neuronas proyectivas medianas. Aunque otro sitio de 
interaccion puede ser la proyeccion dopaminergica directa sobre las interneuronas 
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colinergcas (173), queda claro que la interaccion colinergco-dopaminCrgica modula 
directamente a las neuronas proyectivas medlanas. 
De todos modos, el desbalance entre 10s sistemas dopaminergicos y colinergicos es un 
modelo demasiado simplificado para explicar las patologias asociadas a la disfuncion 
del cuerpo estriado. Ademas de la accion directa de la doparnina y la acetilcolina, otros 
neurotransmisores como el GABA y el NMDA, y 10s distintos neuropeptidos presentes a 
nivel sinaptico desempefian un papel relevante (62, 106,233). 
1.4.5. Aspectos neuroquimicos 
La modulacion de 10s neuroreceptores son el primer paso en la respuesta neuronal, 
seguidos por 10s mecanismo de transduccibn de sefial y el disparo de la expresion de 10s 
genes de transcription inmediatos como el c-fos. Es esta sucesion de pasos 
neuroquimicos y su diversa gama de correlaciones posibles las que controlan y dirigen 
la respuesta neuronal a 10s estimulos externos y, por ende, representan el inicio de 10s 
procesos plhsticos. 
La funcion de 10s neuroreceptores es critica y tambien muy compleja como se puede ver 
de la interrelacion en que participan 10s principales receptores estriatales distribuidos en 
dlstintas subpoblaciones neuronales (figura 3). 
El receptor de acetilcolina tipo muscarinico (rnAchR), el receptor de dopamina 
subtipos Dl y D2 y el receptor de glutamato subtipo NMDA (62). La estimulacion de 
10s receptores dopaminergicos Dl en neuronas en reposo recompone 10s niveles de 
magnesio por inactivacion de corrientes lentas de potasio, eliminando asi el bloqueo de 
10s receptores de NMDA, y posiciona a la neurona en un estado mas eficiente para 
responder a la excitacion glutamatergica. Por el contrario, la estimulacion de 10s 
receptores dopaminergicos Dl en neuronas activadas puede inhibir una corriente lenta 
de sodio y estabiliza a las neuronas. Por otra parte, la acetilcolina que achh sobre 10s 
receptores colinergicos muscarinicos influye sobre las corrientes A de potasio que e s t h  
activadas o inactivadas dependiendo del estado celular, en reposo o en actividad, 
respectivamente (153). La actividad del receptor colinergico muscarinico previene la 
oscilacion aleatoria de la neurona entre 10s dos diferentes estados funcionales, y la 
estabiliza en el estado, inhibido o excitado, en el que se encuentra por la estimulacion 
neurotransmisora rapida. 
La transmision a traves de 10s receptores glutarnatergicos NMDA tambien es 
modulatoria. Si bien la transmision a traves de este receptor esth tonicamente inactivada 
en las neuronas proyectivas medianas, las interneuronas colinergicas se encuentran 
activas y despolarizadas en condiciones basales y pueden ser moduladas Qrectamente 
por las fibras glutarnatergicas aferentes. 
Finalmente, la funcion del receptor dopamindrgico D2, el cual presenta una ubicacion 
preferencialmente presinaptica, seria la de inhibir la liberacion de dopamina sobre el 
cuerpo estriado, actuando como autoreceptor. Tambien modula, como heteroreceptor, 
la liberacion de acetilcolina y glutamato. 
Estudios farmacologicos in vivo e in vitro demuestran que la dopamina controla la 
transmision mediada por acetilcolina. La facilita a traves de 10s receptores Dl y la 
inhibe mediante 10s receptores D2. La influencia antagonica de 10s receptores Dl y D2 
parece estar altamente equilibrada, ya que el bloqueo de ambos receptores a1 mismo 
tiempo no modifica 10s niveles de acetilcolina, mientras que la reduccion en el tono de 
alguno de 10s dos, permite la prevalencia del efecto del otro. Aunque en condiciones 
basales el control de la liberacion de acetilcolina parece simetrica, la estimulacion de la 
transmision endogena de dopamina resulta en una estimulacion neta de la transmision 
colinergica debido a la activacion de receptores Dl (61). Esto se debe a que la afinidad 
por la doparnina de 10s receptores D2 es 1 a 2 ordenes de magnitud mayor que la de 10s 
Dl, y por lo tanto es posible que 10s receptores D2 se encuentren ya practicamente 
saturados en condiciones basales. Un aumento de la concentracion extracelular de 
dopamina dara como resultado un increment0 preferencial de la actividad de 10s 
receptores Dl y una rapida saturacion de 10s receptores D2. El resultado net0 sera la 
preponderancia del papel de 10s receptores Dl, es decir la liberacion de acetilcolina. 
La neurotransmision colinergica tambien ejerce influencias complejas actuando a traves 
de distintos subtipos de receptores colinergcos muscarinicos segregados en diferentes 
subpoblaciones neuronales y en relacion, como se vera mas adelante, a 10s distintos 
mecanismos de segundos mensajeros que activa cada subtipo del receptor. Mas alla de 
las complejas interacciones que se forman, distintos estudios farrnacologcos, 
electrofisiologicos y neuroquimicos demuestran que la acetilcolina liberada por las 
interneuronas colinergicas produce, a traves de sus receptores localizados 
principalmente en las neuronas proyectivas, una importante modulacion de la actividad 
funcional de las eferencias estriatales (62). La modulacion iniciada por la activacion de 
10s neuroreceptores genera una cascada de cambios neuroquimicos donde intervienen 
procesos de fosforilacion, defosforilacion y generacion de segundos mensajeros que 
finalmente producen cambios en 10s patrones de transcripcion neuronal. Entre las 
proteinas mas importantes que participan en estos cambios transcripcionales se 
encuentra la proteina del proto-oncogkn c-fos. 
El c-fos es un factor de transcripcion que actin modificando la transcripcion de varios 
genes blancos en el SNC (251). Su transcripcion se inicia inmediatamente fiente a una 
amplia variedad de estimulos como la activacion colinergca (109), el frio (I), 10s 
factores troficos como el NGF, FGF y PDGF (43, 52, 159) y las convulsiones (209), 
entre otros. 
Regulado por la actividad neuronal y las conexiones sinapticas (210), el c-fos 
desempefia un papel importante en la plasticidad nerviosa, participa en 10s cambios 




FIGURA 3. Diagram esquemdtico de la relacidn entre 10s diversos tipos 
neuronales estriatales y entre 10s distintos sistems de neurotransm'sidn. 
Las interneuronas colinergicas (ACH: acetilcolina) representan el 5% de la poblacion 
neuronal y regulan a las neuronas proyectivas a traves de dos subtipos particulares del 
mAchR, el MI y el M4. Esta interaccion dverencial establece dos subpoblaciones de 
neuronas gabakrgicas, las que expresan GABA y encefalina y proyectan a1 globo phlido 
(35%) y /as que proyectan a la sustancia nigra y expresan GABA, sustancia P y dinorfina. 
Estas dos subpoblaciones se diferencian tambien por el subtipo de receptor dopaminergico 
que expresan en las dendritas que reciben las~ibras dopaminirgicas de la sustancia nigra. 
Otra subpoblacion de neuronas gabakrgicas que proyectan a1 globo phlido expresan 
neuroquinina B. Aunque se desconocen m u c h  de sus interacciones existen evidencias qtre 
indicarian una coexpresion de receptor 01/02. Ademas, /as fibras glutamatergicas 
corticales y talamicas acttian sobre t&s las cdlulas mencionadas a traves de receptores 
M D A  presentes en /as neuronas estriatales. Por ultimo cube mencionar, aunque no figura 
en el esquema, que /as diversas siruipsis presentan receptores a nivel presiniiptico. En 
particular, el receptor dopaminergico 0 2  se encuentra tanto en /as siniipsis 
dopaminergicas como en las glutamatergcas y colinergicas, mientras que estas ultimas 
tambien expresan a/ mAchR subtipo M2. 
En cuerpo estriado la activacion del c-fos tambien es importante. En neuronas que 
contienen sustancia P y proyectan a la sustancia nigra, 10s receptores dopaminergcos 
Dl activan la expresion de c-fos, mientras que el receptor colinergco muscarinico 
inhibe esta estimulacion a traves de la activacion del subtipo M4. Por el contrario, en 
las neuronas que contienen encefalina y proyectan a1 globo palido, el receptor 
muscarinico activa la expresion de c-fos a traves del subtipo MI, mientras que 10s 
receptores dopaminergcos D2 inhiben dicha estimulacion (208). Consistentemente con 
esta evaluaci6n,los antagonistas farmacologicos del receptor D2 estimulan la expresion 
de c-fos y 10s antagonistas colinergcos inhiben la respuesta (1 82). 
Dada la relacion entre la activacion de 10s neuroreceptores en cuerpo estriado y el c-fos, 
estas moleculas parecen participar en forma combinada en 10s principales procesos 
plasticos del cuerpo estriado. 
1.4.6. Desarrollo del cuerpo estriado 
Como otras estructuras cerebrales, el cuerpo estriado presenta distintas etapas de 
desarrollo hasta la conformacion de la entidad funcional del adulto. Estas etapas, 
iniciadas durante el desarrollo embrionario y fetal, continuan durante cierto tiempo 
despues del nacimiento, en especial 10s procesos relacionados con la funcionalidad de 
la estructura. 
Las distintas etapas del desarrollo y 10s tiempos en 10s que suceden son similares en la 
rata y en el raton, animales de 10s que se dispone suficiente informacion como para 
establecer 10s periodos criticos del desarrollo anatomico y funcional de este sistema. 
Por otra parte, estudios realizados en primates superiores, evidencian una correlacion 
estrecha entre 10s periodos criticos del desarrollo en rata y en primates. Esto permite 
hacer una aproximacion relativa de lo que sucede en el hombre. 
En el raton, la emergencia del cuerpo estriado se produce durante la segunda mitad de 
la gestacion. El pic0 de produccion de celulas se encuentra entre 10s dias 14 y 18 de la 
gestacion (G14 - G18) (261). Sin embargo, la division de las interneuronas en el 
estriado tiene su pic0 hacia el dia G21 en rata y se extiende hasta varios dias despues 
del nacimiento (56). Este periodo coincide, principalmente, con el periodo de 
produccion celular en la corteza cerebral, que se extiende aproximadamente desde el 
G12 hasta el G18. Por otra parte, el periodo de produccion de celulas de la otra 
estructura aferente principal del cuerpo estriado, la sustancia nigra, sucede con 
anterioridad, entre 10s dias GI0 y G14 (261). 
Sin embargo, las conexiones de estas estructuras son un poco posteriores. La sustancia 
nigra comienza a enviar sus axones hacia el cuerpo estriado a1 comienzo de la 3" 
semana de gestacion en el raton, per0 10s mismos no llegan a1 cuerpo estriado hasta el 
dia G20 6 G2 1, es decir hasta casi el momento del nacimiento (1 70, 17 1). Ademas estas 
conexiones no son funcionales hasta avanzado el desarrollo postnatal. 
Un elemento que guarda especial importancia en el desarrollo del sistema motor 
extrapiramidal, es como van madurando 10s sitios de union a 10s neurotransmisores 
involucrados en el circuito, el desanollo de la selectividad farmacologca y la habilidad 
de distinguir estereoisomeros. La ontogenia del receptor dopaminergico comienza entre 
el G15 y el GI8 (204), mientras que el desarrollo del receptor colinergico muscarinico 
parece ser un poco anterior, alrededor del GI3 (12,48). 
No obstante estar presentes desde el desarrollo embrionario, la primera evidencia de 
acoplamiento funcional entre 10s terminales dopaminergicos provenientes de la 
sustancia nigra y las interneuronas colinergicas del estriado se encuentra hacia 
comienzos de la segunda semana de vida, alrededor del dia 8 postnatal, PN8 (49). En el 
primer dia de vida, la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa, presente en 10s 
terminales dopaminergicos en el cuerpo estriado es un 10% de la actividad que se 
registra en el adulto. Luego va aumentando linealmente hasta llegar a ser un 75% de la 
actividad madura hacia finales de la 4" semana de vida. Algo similar ocurre con la 
actividad de la CAT, enzima presente en 10s terminales colinergcos. Hacia el 
nacimiento su actividad en el cuerpo estriado es el 2% de la observada en el adulto y va 
aurnentando muy lentamente durante la lo semana de vida; posteriormente, su actividad 
crece rapidarnente hasta llegar a1 70% de la actividad del adulto hacia el dia PN28 (49). 
Del mismo modo, la estabilizacion de 10s niveles adultos de neuroreceptores en cuerpo 
estriado se produce postnatalmente. La cantidad de receptores dopaminergicos en el 
cuerpo estriado va aumentando desde el nacimiento para alcanzar 10s valores del adulto 
a1 final del primer mes de vida (231), mientras que 10s niveles maduros de receptor 
colinergico muscarinico se alcanzan alrededor de 10s dias PN18 - PN20 (12, 48). El 
aumento de 10s niveles de receptor colinergico se correlacionan con el aumento 
progresivo del niunero de terminales nerviosos que en cuerpo estriado presenta un 
period0 importante de sinaptogenesis alrededor del dia PN13 a1 PN17 y probablemente 
represente la formacion de las sinapsis colinergicas (123). En este sentido, otros 
estudios han demostrado que las neuronas colinergicas, si bien son probablemente las 
primeras neuronas que aparecen en el cuerpo estriado, presentan un dramatic0 aumento 
y complejizacion de su arborizacion dendritica alrededor del dia PN14 (243). 
Finalmente, la maduracion funcional de 10s sistemas de neurotransmision no solo debe 
ser evaluada en termino de la adquisicion de 10s niveles adultos de neuroreceptores, 
sino tambien en base a la aparicion de interaccion con otras moleculas moduladoras de 
la neurotransmision. Desde esta perspectiva, la interaccion del sistema colinergico y 
dopaminergico con distintos neuropdptidos, encefalina y taquinina, alrededor del dia 
PN15 a1 PN21, contribuye a la maduracion sinaptica afectando su funcionalidad y 
plasticidad (240,275). 
1.5. EL RECEPTOR COLINERGICO MUSCARINICO 
1.5.1. El sistema colinCrgico y la plasticidad del Sistema Nervioso 
Las neuronas del SNC que utilizan acetilcolina como neurotransmisor en sus sinapsis 
no conforman un sistema neuronal simple o una red neuronal continua como la mayoria 
de 10s otros sistemas de neurotransmision clbicos. A pesar de la presencia de 
proyecciones colinCrgicas en las motoneuronas de 10s nervios craneales, las neuronas 
parasimpaticas de la medula espinal, las fibras colinergicas del nucleo basal 
magnocelular, del area tegrnental pedunculopontino y del nucleo de la banda diagonal 
de Brocca, la participacion del sistema colinergco en circuitos locales a traves de 
interneuronas conforma una parte sustancial de la actividad colinergica del cerebro. Las 
interneuronas colinCrgicas se encuentran principalmente en el cuerpo estriado, nucleo 
accumbens y corteza cerebral y tambien en el hipocampo, la amigdala y el tuberculo 
olfatorio (20, 317). Se considera que estos circuitos internos desempefian un papel 
importante como moduladores de la actividad final de las estructuras en que participan. 
La funcion de las interneuronas colinergicas en el cuerpo estriado h e  discutida en el 
capitulo anterior. En corteza cerebral las interneuronas colinergicas muestran una 
distribution homogenea y representan un tercio de 10s terminales sinapticos totales 
(69). Sumado a1 hecho de que alrededor del 30% de las neuronas corticales son 
colinoceptivas (167), queda confirmada la importancia moduladora de 10s circuitos 
colinergicos en la actividad cortical. 
La importancia de la neurotransmision colinergca central tambien puede evaluarse a 
traves de una serie de funciones cerebrales que se ven afectadas por la alteracion de este 
sistema. El deterioro de la funcion colinkrgica es un hallazgo temprano y constante 
asociado a distintos desordenes nerviosos de la mas diversa indole. Se encuentra 
presente en la amnesia, la demencia (incluyendo la demencia postalcoholica y la 
enfermedad de Alzheimer), las alteraciones motoras como la enfermedad de Parkinson 
y la corea de Hungtinton, y otras neuropatologias (16, 20, 236). El sistema colinergico 
tambien ha sido especialmente involucrado en 10s procesos de aprendizaje, memoria y 
en procesos atencionales (3, 23). Si bien la mayoria de estos mecanismos involucran 
preponderantemente las proyecciones colinergicas, la importancia de 10s circuitos 
colinergicos internos no deben ser menospreciados, en especial el del cuerpo estriado 
involucrado en las patologias newomotoras. 
La participacion del sistema colinergco en 10s mecanismos plasticos fue confirmada 
por 10s estudios de plasticidad en el sistema visual y por el analisis de 10s cambios 
plasticos en las estructuras en barril de la corteza somatosensorial de raton. 
Por otra parte, estudios ontogdnicos de 10s receptores colinergicos muscarinicos en la 
corteza visual muestran alteracion en el nhe ro ,  afinidad y distribucion laminar durante 
el periodo critic0 de plasticidad neuronal(282,299), mientras que otros investigaciones 
demuestran una funcion importante de distintos subtipos del receptor muscarinico en la 
maduracion postnatal de la funcion visual (259). Ademas, la interferencia sobre el 
sistema colinergco, por deplecion de acetilcolina o administration de antagonistas 
muscarinicos, modifica 10s efectos plhticos de la deprivacion monocular en corteza 
visual de gatos (17, 11 1). Estos datos involucran a1 sistema colinkrgico en 10s procesos 
de regulation del desarrollo y en el establecimiento de circuitos corticales. 
En la corteza somatosensorial de raton, el nlimero de receptores colinergicos estb 
disminuido por la denervacion neonatal de las bigotes y representa un marcador de 
plasticidad en dicho modelo (93). 
Toda esta informacion en conjunto demuestra la participacion del sistema colinergco 
en la plasticidad nerviosa y permiten enfocar la atencion en el neuroreceptor de 
acetilcolina como marcador principal en 10s procesos plasticos. 
1.5.2. El receptor colinCrgico muscarinico 
La transduccion de sefiales mediadas por acetilcolina se realiza a traves de dos clases 
diferentes de receptores, denominados receptor colinergico muscarinico y nicotinico. La 
distincion entre ambos receptores se realizo originalmente por la activacion 
independiente del sistema colinergico por muscarina y nicotina, respectivamente. 
Tambien por el descubrimiento de antagonistas diferenciales para ambas activaciones, 
atropina para el receptor muscarinico y curare para el receptor nicotinico (53, 54). Una 
caracteristica saliente en la comparacion de ambos tipos de receptores es que no 
pertenecen a1 mismo linaje molecular y su comportarniento bcional es absolutamente 
diferenciable (219). El receptor colinQgico nicotinic0 es una estructura pentamerica 
que forma canales cationicos. Por el contrario, el mAchR es una proteina monomerica 
que pertenece a la superfamilia de receptores que unen proteinas G y que presentan 7 
regiones predecibles de transmembrana (figura 4) (223). 
FIGUM 4. Probable estructurrr del m4cltR Estn representncio?i getiernl estri 
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la i?iteraccioii del szlbtipo M2 a proreilia G. Coda circlllo represnitmi 1/11 nnli?iocicido de In 
seczre~icia y 10s circrrlos llerios localizml, yarn el caso del M2, Ins seri?ins p tiotiirias qite 
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El mAchR constituye la mayoria de las sinapsis colinergicas del SNC y presenta una 
importante diversidad de subtipos (237). Los primeros estudios farmacologicos con 
pirenzepina sugirieron la presencia de a1 menos dos subtipos muscarinicos denominados 
M1 y M2 (12 1). La union de pirenzepina en cerebro era de alta afinidad, mientras que 
en musculo cardiac0 presentaba una afinidad 100 veces menor. Este descubrimiento dio 
lugar a mayores investigaciones y a la conclusion consensuada de que 10s receptores 
muscarinicos de cerebro, denominados MI, eran distintos a 10s cardiacos, denominados 
m. 
La investigacion bioquimica de esta diversidad farmacologca fue profimdizada con la 
aparicion de antagonistas de mayor afinidad como el quinuclidinil benzilato (QNB) y la 
metilescopolamina (NMS), asi como por el desarrollo de un sistema de cromatografia 
de afinidad altamente especifico (116). Con estas herramientas, el mAchR fue 
identificado como una proteina de 70 a 80 kilodaltons, sin observarse diferencias de 
tamafio molecular entre 10s receptores de distintos tejidos. Luego de la purificacion del 
mAchR de cerebro y corazon de cerdo (1 17, 24 I), se publicaron las secuencias del 
receptor M1 y M2 obtenidas por clonado, secuenciacion y expresion molecular (162, 
163,238). La comparacion de las secuencias obtenidas demostraron que el receptor de 
cerebro M1 y de corazon M2, a pesar de estar relacionados, presentan solo un 38% de 
secuencia identica. La profundizacion mediante estudios farmacologicos, bioquimicos, 
inrnunologicos y moleculares permitio demostrar, finalmente, la existencia de a1 menos 
5 subtipos del mAchR. Todos ellos e s th  expresados en el SNC (27,28, 18 1,237,304). 
La nomenclatura actual denomina a 10s 5 subtipos de receptores como ml, m2, m3, m4 
y m5, mientras que la secuencia que codifica a cada uno se denomina MI, M2, M3, M4 
y M5, respectivamente (21). Los 5 subtipos presentan la misma topografia putativa de 
membrana y son homologos, principalmente en sus dominios de transmembrana. La 
mayor diferencia entre 10s distintos subtipos se encuentra en el tercer loop 
citoplasmatico que conecta el 5" y 6" segment0 de transmembrana (28, 29, 238). En 
esta divergencia reside la diferencia de cada subtipo a1 acoplamiento con 10s distintos 
sistemas intracelulares de transduccion de sefiales. De hecho, 10s subtipos m 1, m3 y m5 
que acoplan las mismas vias de transduccion, como se vera a continuacion, presentan 
una similitud mayor entre si que con el m2 y el m4, y viceversa. 







Figura 5. Esquema de las vim de transduccidn de seiial acopladas a1 
mAchR El diagrarna ilustra Ias principaies vias de transduccion de sehl  acoplahs a1 
receptor. En 10s subtipos M2 y M4 &I mAchR, la activacion por acetilcolina (ach) 
prochrce la atenuacion de la adenilato ciclasa a traves de una proteina G inhibitoria (GQ. 
La disminucion de 10s niveles de cAMP permite la preponderancia de 10s mecanismos de 
def@orilacion. Por el contrario, la activacion de 10s subtips MI, M3 y M5 prochrce, u 
travPs de una proteina G (Ge) insensible a la toxina de pertusis, un aumento de la 
actividad de pKC mediante la estimulacion de fosf01ip.m C y 10s mecanismos que esta 
enzima pone en fincionamiento (aumento de diacilglicerol -DAG y culcio intraceIulm;). 
1.5.3. Mecanismos de sefializaci6n intracelular 
Los distintos subtipos del rnAchR se acoplan a multiples proteinas G para modular una 
amplia cascada de eventos intracelulares que incluye la estimulacion de fosfolipasas C, 
A, y D, la atenuacion de la sintesis y la estimulacion de la degradacion del AMPc, la 
estimulacion de la produccion de GMPc y la regulacion de varios canales ionicos 
(figura 5) (131). Estudios en varios t i p s  celulares que fueron transfectados, con 
vectores que contenian el ADN copia de cada uno de 10s 5 subtipos, demostraron 
fehacientemente que 10s subtipos ml, m3 y m5 pueden producir una fuerte estimulacion 
de la hldrolisis de fosfoinositidos, mientras que 10s subtipos m2 y m4 atenhn la 
actividad de la adenilato ciclasa y solo en algunos tipos celulares estimulan, debilmente, 
la hidrolisis de fosfoinositidos (1 1, 239,281). Ademas, la diversidad de seiializacion se 
realiza por diversos caminos. Un mismo subtipo de receptor puede activar mas de un 
t i p  de proteina G (1 I), y tambien desencadenar conjuntamente dos vias efectoras 
distintas como la atenuacion de la adenilato ciclasa y la estimulacion de la hidrolisis de 
fosfoinositidos (1 0). 
A partir de 10s mecanismos de respuesta intracelular, la importancia del receptor 
colinergico muscarinico en 10s diversos mecanismos plasticos se ve remarcada por su 
relacion con 10s procesos de fosforilacion. En especial, diversos estudios han sugerido 
la partipacion de la protein quinasa C (pKC) en 10s mecanismos intracelulares que 
involucran la respuesta colinergca. Precisarnente, la pKC es una enzima asociada a 
varios procesos de plasticidad neuronal, transitorios y perrnanentes. Involucrada en la 
generacion de regulacion celular a largo plazo, a partir de seiiales transientes y 
segundos mensajeros (215), la pKC es activada por la transmision colinergica. La 
estimulacion de la fosfolipasa C, principalmente por 10s subtipos m 1, m3 y m5, cataliza 
la hidrolisis de fosfolipidos produciendo inositol trifosfato (inductor de la liberacion de 
Ca++) y diacilglicerol (activador fisiologico de pKC) (70, 184). 
Por el otro lado, distintos datos experimentales involucran a la pKC en la regulacion del 
rnAchR. Aunque no existe demostracion in vivo definitiva de la fosforilacion directa del 
mAchR por pKC durante procesos fisiologcos, las evidencias son importantes (70, 
215). Respaldando este concepto, el mAchR purificado de cerebro y de corazon de 
cerdo es un excelente sustrato de fosforilacion para la pKC in vitro (1 18, 254). Las 
consecuencias funcionales de la fosforilacion del mAchR por pKC han sido estudiadas 
in vitro y parecen involucrar la modulacion de la interaccion del receptor con la 
proteina G (254). Sin embargo, no esth confirmado que esta reaccion ocurra en celulas 
intactas ya que otros estudios no han podido cornprobar la fosforilacion del mAchR en 
corazon de pollo luego de la activacion de la pKC (166). Una explicacion parece ser 
que el receptor cardiac0 de marnifero (m2) no seria sustrato de la pKC (276). De hecho, 
la fosforilacion por pKC resulta especifica de algunos subtipos, siendo 10s subtipos ml, 
m3 y m5 10s sustratos principales (1 15, 119). Como consecuencia de este proceso de 
fosforilacion, se ha descripto la inhibition de la respuesta colinergica y la 
desensitizacion del receptor, involucrando mecanismos de internalizacion y probable 
degradation (70, 184). 
En realidad, 10s procesos de fosforilacion sobre el mAchR no se limitan a la actividad 
de la pKC; otras quinasas parecen participar de igual modo. Precisamente, la primera 
sugerencia de la participacion de procesos de fosforilacion sobre el mAchR involucraba 
cambios en 10s niveles de AMPc, un activador de protein quinasa A (pKA) (34). En este 
sentido, tambien ha sido demostrado que 10s receptores muscarinicos de cerebro y 
corazon porcino pueden ser fosforilado por pKA (128, 263). Ademas, otros estudios 
sugieren que la pKA puede modular la capacidad del receptor m2, per0 no del ml, de 
ser sustrato de pKC (276). 
Finalmente, otros experimentos indican que la disminucion de la union de un ligando 
especifico del rnAchR a membranas sinapticas de corteza cerebral de rata es 
dependiente de calmodulina (35). La calmodulina activa la CAM quinasa II sugiriendo 
una posible funcion directa de esta enzima en la fosforilacion del receptor. 
Fisiologcamente, el aurnento de calmodulina puede producirse por un increment0 en 
10s niveles de AMPc por pKA o por la fosforilacion de sustratos especificos de pKC. 
Esto experimentos sugieren, entonces, una posible accion indirecta de estas dos 
quinasas. 
La evaluacion de 10s distintos procesos de fosforilacion y sefiales intracelulares 
relacionadas con el sistema colinergico indica indudablemente el papel complejo que 
desempefian estos receptores en la respuesta neuronal. Seguramente, la activacion y 
funcionamiento de cada mecanismo intracelular descripto depende no solo del subtipo 
de receptor involucrado sino tambien de la distribucion en el SNC y del tip0 neuronal 
en que estii presente. Precisamente, las diferencias moleculares en la tercer tercer loop 
citoplasmatico, que parece ser la clave para comprender las distintas hc iones  de cada 
subtipo, tambien posibilitan estudiar la presencia de 10s distintos subtipos en las 
diferentes keas del SNC. El desarrollo de un panel de anticuerpos especificos para cada 
subtipo (179, 180, 305, 306) y el empleo de sondas especificas para cada receptor 
permitio finalmente esta evaluacion. 
1.5.4. Distribucibn en el Sistema Nervioso Central 
El estudio de la distribucion de 10s distintos subtipos del rnAchR en el SNC, de rata 
principalmente, f ie abordado por cuatro metodologias diferentes que ofiecen distinta 
information. Estas metodologias son: la implernentacion de sondas especificas por la 
tecnica de hibridacion in situ (33), el empleo de primers especificos mediante la tecnica 
de PCR reversa (307), la utilizacion de anticuerpos especificos y de tecnicas de 
inmunoprecipitacion (177, 292) y el uso de ligandos con distinta afinidad por cada 
subtipo (237, 304, 323). Las primeras dos metodologias permiten la deteccion de las 
neuronas que expresan el ARNm del receptor, mientras que las dos ultimas permiten 
detectar la ubicacion celular de la molecula. 
Las conclusiones de las distintas aproximaciones metodologicas son aproximadamente 
coincidentes. En primer lugar se observa que, en el cerebro, 10s subtipos 
cuantitativarnente mas importantes son el ml, rn2 y m4, mientras que el m3 y el m5 
presentan concentraciones tan bajas que solo las metodologias mas sensibles heron 
capaces de detectarlos (307). Los subtipos ml, m2 y m4 se encuentran, ademas, 
altamente concentrados en cuerpo estriado, corteza motora e hipocampo, estructuras 
que en ese orden, presentan las mayores concentraciones de mAchR en el cerebro. 
Estudios inrnunohistoquimicos por microscopia optica y electronica, 10s cuales 
permiten el analisis de la distribucion subcelular de 10s neuroreceptores, aportaron 
evidencias muy fiertes que hacen suponer una funcion de autoreceptor para el subtipo 
rn2 (126, 177). De esta manera, la ubicacion del subtipo m2 seria principalmente 
presinaptica mientras que el ml y m4 presentarian una ubicacion postsinaptica. 
1.5.5. El receptor colinCrgico muscarinico en el cuerpo estriado 
Los estudios cualitativos y cuantitativos de distribucion anatomica del mAchR resaltan 
la importancia de este receptor en el cuerpo estriado, no solo porque representa la 
estructura con mayor concentracion de receptores colinergicos sin0 porque en ella se 
hallan presente 10s 5 subtipos del receptor. 
Como en la mayoria de las estructuras con actividad colinergica del cerebro, 10s 
principales subtipos en el cuerpo estriado son el ml, m2 y m4. En particular para el 
receptor m4, el cuerpo estriado presenta por lejos, la mayor concentracion de receptores 
en todo el SNC (307). 
Estudios por inmunoprecipitacion demuestran que el porcentaje relativo de cada 
subtipo en el cuerpo estriado es el siguiente: ml (27%), m2 (12%), m4 (48%), mientras 
que el m3 y el m5 representan menos del 5% del total (178). Esta relacion se mantiene 
practicamente inalterada a distintas edades de evaluacion postnatal (292). Otros 
estudios con la misma metodologia muestran una relacion mas pareja entre 10s 3 
principales subtipos: ml (3 I%), m2 (29%) y m4 (29%), mientras que la proportion del 
m3 y m5 es menor a1 1% para cada uno de ellos (177). 
Un analisis realizado con sondas especificas aporta datos complernentarios y en 
concordancia con 10s estudios inmunoquimicos. En el cuerpo estriado, las tecnicas de 
hbridacibn y autoradiografia solo detectan 10s subtipos ml, m2 y m4 (308). El primer0 
y el ultimo se expresan en las neuronas medianas y por su distribucion parecen 
encontrarse principalmente en las neuronas proyectivas gabaergicas. Por otro lado, el 
receptor m2 se expresa casi exclusivamente en las interneuronas colinergicas gigantes, 
lo que confirma su papel como autoreceptor. De la poblacion neuronal total, el receptor 
ml se encuentra presente en el 81% de las celulas, el m2 en el 3.5% y el m4 en el 42%. 
La baja cantidad de neuronas que expresan el subtipo m2 eski en concordancia con el 
porcentaje total de interneuronas colinergicas en el cuerpo estriado, alrededor del 3% 
(242). 
Los resultados de las mencionadas investigaciones son coherentes con el analisis de 
distribucion realizado por el metodo inmunohstoquimico. La deteccion mediante 
anticuerpos especificos, directamente sobre el tejido, demostro que el 78% de las 
neuronas expresan el subtipo ml en sus dendritas, el 44% expresan el m4, tambien con 
ubicacion preferencialmente postsinapticas, y un 2.5% de las neuronas presentan el 
subtipo m2, principalmente en forma presinaptica (126). Estos estudios, conjuntarnente 
con otros, permitieron demostrar que la poblacion de neuronas proyectivas gabaergcas 
del cuerpo estriado presenta dos subpoblaciones bien definidas. Una expresa 10s 
receptores ml y D2 en sus dendritas, utiliza GAE3A y encefalina para la transmision y 
proyecta a1 globo palido. La otra expresa 10s receptores m4 y Dl en sus dendritas, 
utiliza GAE3A y sustancia P en la transmision y proyecta a la sustancia nigra (62). 
Claramente la distribucion y caracteristicas de 10s distintos subtipos aportan 
informacion fundamental para comprender la funcion del receptor muscarinico en 10s 
distintos procesos neuronales en el cuerpo estriado. 
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2. MATERIALES Y METODOS 
2.1. MATERIALES 
2.1.1. Drogas y reactivos 
2.1.1.1. Determinacibn de receptores 
Los ligandos radioactivos heron obtenidos de NEN Dupont a travks de su representante 
en el pais. Fueron adquiridos 3H-Spiperone, 3H-QNB, 3H-MK-801. El ligando 3H- 
SCH.23390 h e  donado gentilmente por el Dr. Jorge Medina del Instituto de Biologia 
Celular de la Facultad de Medicina. El MK-801 frio fue una donacion de 10s 
laboratorios Merck Sharp & Dohrne de Argentina. El desplazante SCH23390 frio h e  
donado por el Dr. Gustavo Dziewczapolski, del ININFA, Buenos Aires, mientras que el 
resto de las drogas necesarias heron compradas en Sigma Co (St. Louis, Mo, EEUU). 
2.1.13. Inmunohistoquimica 
Los anticuerpos de raton anti-GFAP y anti-NF heron comprados a BioGenex (San 
Ramon, CA, EEUU). El anticuerpo secundario anti-raton biotinilado y el complejo 
avidina-peroxidasa heron adquiridos a Sigma Co (St. Louis, Mo, EEUU). El anticuerpo 
anti-proteina c-fos de conejo h e  obtenido de Oncogene Science (Uniondale, NY, 
EEUU). El complejo de anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo y el sistema de 
revelado con diaminobenzidina h e  provisto por un kit de Vector (Burlinghame, CA, 
EEUU). 
2.1.1.3. Amplificacibn de ARN por PCR 
Para la arnplificacion por PCR 10s primers heron sintetizados por Biosynthesis Inc 
(California, EEUU), 10s hexheros a1 azar fueron comprados en Biodynamics SRL 
(Argentina) y se utilizb un kit de amplificaci6n de Perkin-Elmer (San Francisco, 
EEUU). El marcado de PM, 1Kb ladder h e  adquirido a BRL. 
2.1.1.4. Otras metodologias 
EL resto de las drogas, except0 que se describa otro origen en el texto, fueron 
adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, 
USA), Carlos Erba (Italia) o Mallinckrodt Chemical Works (USA). 
2.1.2. Intrumental 
En el presente trabajo se utilizaron 10s siguientes equipamientos: centrifuga clinica 
TJG, microcentrifuga ECYS, espectrofotometro Wlvisible Jasco J 0063, cubetas de 
cuarzo Fisherbrand, cubetas descartables Kartell, microscopio optico Axtoplan, 
contador de centelleo Tm Analyhc 6891Delta 300, homogeneizador de tejido Tissue- 
tearor modelo 985-370 Biospec Products Inc, cubas de electroforesis Vertical Slab Gel 
Unit modelo SE 200 Hoefer de Scientific Instruments y fuente de poder BRLSOO Life 
Technology. Todas las centrifugaciones de alta velocidad se realizaron en una 
centrifuga Sorvall RCSC provista de un rotor SS-34 y las ultracentrifucaciones en una 
centrifuga Beckrnan XL-90 con un rotor TI-90. El aparato de filtracidn para separar el 
ligando libre del unido en 10s ensayos de union a ligando, fue construido personalmente 
sigulendo el disefio de un equip de Millipore. 
2.1.3. Animales 
2.1.3.1. Cepas utilizadas 
El animal escogido como modelo experimental en el presente trabajo fue la rata de las 
cepas Sprague-Dawley y Wistar. Los animales Sprague-Dawley, originarios del Instituto 
Holtzman de EEUU, fueron suministrados por el bioterio de la Facultad de Ciencias 
Exactas y Naturales, UBA. Los animales de la cepa Wistar, originaria del Instituto 
Wistar de Anatomia y Biologia de EEUU, fueron obtenidos del bioterio de la Facultad 
de Ciencias Mkdicas (UBA) y del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina 
Experimental (IBYME). 
2.1.3.2. Mantenimiento de 10s animales 
Todos 10s animales heron mantenidos en con&ciones ambientales controladas, 
temperatura 20-22 "C y ciclo de luz-oscuridad de 12 hs iniciando el period0 de luz a las 
8.00 AM. En las jaulas, Qspusieron de aliment0 y agua ad libitum y una distribution de 
espacio similar para 10s distintos grupos experimentales. 
2.2. ENTRENAMIENTOS 
Los animales heron entrenados se& dos tests diferentes: el Test de Entrenamiento 
Circular y el Test del Disco Giratorio. Los animales, machos o hembras se& indique 
el experiment0 correspondiente, heron entrenados a distinta edad y con distintos 
esquemas de entrenamiento. 
2.2.1. Test de Entrenamiento Circular 
2.2.1.1. Diseiio y caracteristicas del equipo 
A fin de realizar el TEC en forma autornhtica y asi obtener me&ciones objetivas, se 
desarrollo un aparato acoplado a un dispositivo electronic0 que permitiera realizar el 
conteo de vueltas, el tiempo requerido para realizar una determinada cantidad de 
vueltas y la administraci6n de la recompensa en forma automatica (3 1,32). 
El aparato empleado estii conformado por una pista circular de 16 cm de ancho 
construida con dos cilindros de metal de 1.8 mm de espesor y 3 1 cm de alto a cada lado 
de la pista, figura 6. Los cilindros de 24 cm y 40 cm de dihetro, heron colocados 
concbntricamente sobre una base de madera y el piso de la pista h e  recubierto con 
goma antideslizante. Todo el material h e  pintado de negro. La pista de entrenamiento 
h e  iluminada con una lw  blanca externa al aparato que incidia homogenearnente sobre 
toda la pista. Y recubierta con una tapa de acrilico de 2 mm de espesor con 4 orificios a 
90" coincidiendo, cada uno, con la posicibn de cada par de emisor-detector infrarrojo. 
Cuatro emisores de rayos infrarrojos fueron colocados por dentro del cilindro interno, y 
cuatro sensores o detectores i n h o j o s  fueron colocados por fuera del cilindro externo 
en forma apareada con 10s emisores. Cada par fue ubicado a cada 90" de la 
circunferencia a 2 cm por encima del piso y numerados del 1 al 4 en sentido horario. 
Los cuatro sensores heron conectados a una unidad de memoria en forma secuencial. 
Los sensores son activados cuando el haz infrarrojo es interrumpido, lo cual sucede 
cuando algo se interpone entre el emisor y el detector, en este caso el animal en estudio. 
Los sensores fueron conectados a1 circuito de memoria de manera tal que siempre se 
requiere que el sensor anterior haya sido activado para que la activacion del sigmente 
sea registrada. Asi, a me&& que el animal va recorriendo una vuelta en el sentido 
considerado correcto, 10s sensores van siendo activados. Por ejemplo, si el animal debe 
realizar una vuelta en sentido horario para obtener su recompensa, debe intermmpir el 
ray0 infrarrojo del detector 1 antes de interceptar el ray0 del emisor 2, de lo contrario 
por mhs que el segundo ray0 sea interceptado esto no es registrado en el circuito de 
memoria, y lo mismo sucede con el detector 3 y 4. Cuando el 3" sensor es activado, el 
animal ya recorrio las 314 partes del circulo en el sentido correcto y se activa el 
dispensador de la recompensa que libera, a la altura del 4" sensor, una gota de agua 
azucarada de un recipiente anexo. A1 llegar el animal a1 4" sensor, el mismo es 
activado, una vuelta es computada por el contador de vueltas y se resetea el dlspositivo 
de memoria quedando en condiciones de iniciar un nuevo ciclo. El animal puede 
moverse libremente en ambos sentidos dentro del aparato, per0 solo recibira la 
recompensa si realiza una vuelta completa en el sentido previamente asignado como 
correcto, ya que cada vez que el animal intercepte el 4" sensor el dispositivo de 
memoria es reseteado borrando el registro de sensores que puedan haber sido activado 
hasta el momento. 
El aparato cuenta con un intenuptor que permite seleccionar el sentido en el cual 10s 
sensores deben ir siendo activados para que finalmente la recompensa sea liberada. Esto 
perrnite elegir el sentido de giro considerado correcto. 
Metodos 5 
Figurn 6. '4parato de entrenamiento circular. (A) FTsta desde arriba coil Ins 
dinieilsiorres y In localizaciot~ de los didos emisores de ILK inficnroja -E-, detectores 
it!fimrojo.s -11- y Illgar rlolxie se recibe la recoinpenso -A-. (B) bsstafroiltal del aparato. El 
dispet~sau'or y f de 10s czmfro pares de emisordefector -E, D-. 
El dispositivo Qspensador de agua fue construido con una valvula electromagnktica o 
solenoide cuyo conduct0 de entrada esta conectado a un fiasco que contiene la 
recompensa colocado a una altura suficiente que permita la circulaci6n de la solucion 
por presi6n hidrostitica. A1 orificio de salida de la vhlvula se le conect6 un tubo de 
goma hasta la parte superior del aparato de entrenamiento colocado por encima del4" 
sensor, conectado a una aguja hipodkrmica ubicada sobre el orificio correspondiente al 
4" sensor en la tapa de acrilico del aparato y en forma tal que el animal no tiene acceso 
a la aguja. A1 ser activado el 3" sensor se envia un pulso elkctrico a la valvula, la cual 
permanece abierta el tiempo que dure el pulso. Mientras la vhlvula esta abierta la 
soluci6n de la recompensa circula y cae a1 piso de la pista en el lugar indicado, donde es 
ingerida por el animal. La duracion del pulso elkctrico puede ser regulada por meQo de 
un potenciometro, asi se ajusta el tiempo que permance abierta la valvula y por lo tanto 
el volumen de recompensa que es liberado. En las condiciones establecidas en este 
trabajo, la gota liberada tenia un volumen aproximado de 50 PI. 
2.2,1.2. Entrenamiento en el TEC 
A cada animal, se le asigno aleatoriamente un sentido de giro, quierdo o derecho, el 
que h e  considerado como sentido correcto. Esto significa que el animal seria 
recompensado si realizaba una vuelta completa en dicho sentido. Una solucion de agua 
con &car a1 10% p/v h e  utilizada como recompensa. El test consistio de una serie de 
sesiones consecutivas, recibiendo cada animal una linica sesi6n diaria. Durante el 
tiempo que duro la prueba 10s anirnales sblo recibieron agua durante la sesion, 
permaneciendo deprivados de agua, per0 no de comida, el resto del tiempo en que se 
encontraban en la jaula. Los animales fueron deprivados de agua 24 hs antes de la 
primera sesibn, considerada sesi6n 0 (SO). 
La primera sesion de entrenamiento (SO), de 30 min de duracion, fie utilizada para que 
el animal se habituara a1 aparato de entrenamiento y se le indicara el sentido de giro en 
el cual seria recompensado. La tdcnica utilizada h e  el moldeamiento de la conducta, 
para lo cual el animal fue recompensado manualmente cada cuarto de vuelta que realizo 
en el sentido correcto durante 10s primeros 10 min de la sesion. Durante 10s 10 rnin 
siguientes, el animal fue recompensado cada media vuelta dada en el sentido correcto; 
finalmente, durante 10s ultimos 10 min de la sesibn, el animal fue recompensado cada 
vuelta completa realizada en el sentido correcto. Luego de esto el animal h e  devuelto a 
su jaula hasta el dia siguiente. 
2.2.1.3, Cuantificaci6n del comportamiento 
A continuacion el animal fue sometido a una serie de sesiones diarias durante 1,3,5 6 7 
&as consecutivos (S1 a S7), dependlendo de 10s objetivos del experimento. En cada 
sesibn se registro automhticamente la cantidad de vueltas realizadas en el sentido 
correcto y el tiempo empleado. Se establecib como criterio para fmalizar la sesion la 
ejecucion de un n h e r o  determinado de vueltas. De este modo, era necesario que el 
animal realizara 100 vueltas en las primeras 3 sesiones (S1 a S3) y 150 vueltas en las 
idtimas 4 sesiones (S4 a S7) , teniendo un tiempo mhimo de 30 min. Si el animal no 
completaba las vueltas requeridas para cada sesion en 30 rnin, la misma se daba por 
concluida. Los datos de cada sesion, n h e r o  de vueltas, tiempo empleado y cualquier 
otra observacion, fueron registrados en una planilla. Luego, el n h e r o  de vueltas 
realizadas fue dividido por el tiempo empleado y asi se obtuvo el promedio de 
velocidad en vueltas por rnin (intensidas o velocidad de giro) desanollado por el animal 
a lo largo de la sesion (Vps). 
Otras variables utilizadas en el presente trabajo fueron: Vp que es la velocidad 
promedio alcanzada a lo largo de las 7 sesiones, se obtiene de promediar 10s valores de 
Vps. Tambib la velocidad mhxima (Vm) que es la mhxima Vps alcanzada por el 
animal, en general obtenida en la idtima sesion. 
Por idtimo, dado que el test incluye un componente de aprendizaje asociativo (el animal 
aprende a girar en un sentido y no en el otro para recibir la recompensa), en algunos 
experimentos h e  evaluada una variable que permita interpretar este componente. Para 
ello, se cuantifico el n h e r o  de errores cometidos por el animal. Un error h e  definido 
como la realization de una vuelta en el sentido contrario a1 recompensado. La 
sumatoria del n h e r o  de errores de cada sesi6n permite calcular, a su vez, el nlimero de 
errores acumulados (EA). 
23.1,4. Animales controles 
Los animales usados como controles experimentales heron sometidos a1 mismo 
esquema de deprivacion hidrica. Cada animal control recibio una racibn diaria de agua 
equivalente a1 promedio de ingesta hidrica de 10s animales entrenados en el lote 
experimental correspondiente. Un segundo grupo control, ademiis de la deprivacion 
hidrica, h e  colocado en el aparato de entrenamiento per0 no recibi6 entrenamiento ni 
recompensa. El comportamiento del animal control h e  registrado. El tiempo que cada 
animal control permaneci6 dentro del aparato en cada sesi6n de entrenamiento h e  
equivalente a1 promedio de permanencia de 10s animales entrenados en ese lote 
experimental en dicha sesi6n. 
2,2.1,5, Criterios de descarte 
Todos 10s animales heron pesados en forma diaria y aquellos animales cuyo peso 
disminuy6 mhs del 15% desde el primer dia de entrenamiento heron descartados del 
experimento. Del mismo modo, se descart6 a aquellos animales que en las primera 
sesion realizaron menos de 15 vueltas o menos de 40 vueltas en las segunda sesi6n. Los 
animales que superaron dicho criterio generalmente respondieron en las siguientes 
sesiones de manera similar a1 promedio de respuesta del resto del grupo experimental. 
De todos modos, 10s animales que no alcanzaron a realizar 100 vueltas en las tercera 
sesion o no superaron las 120 vueltas en ninguna de las sesiones restantes tarnbien 
heron separados. 
2.2.1.6. Esquemas de entrenamiento y tiempos de sacrificio 
Dado 10s distintos interrogantes planteados en el presente estudio, 10s tiempos de 
entrenamiento y de sacrificio varian segh el objetivo experimental particular de cada 
adlisis. De este modo, 10s diferentes entrenamientos en el TEC se realizaron bajo 
distintos esquemas para poder evaluar el efecto de las variables del test relacionadas 
con 10s parhetros neuroquimicos de inter& que fueron evaluados posteriormente. Del 
mismo modo, luego del entrenamiento, el tiempo de sacrificio vari6 en funcion de 
priorizar el estudio de 10s cambios inmediatos producidos por la actividad funcional o 
el d i s i s  de las modifaciones neuroquimicas que quedaran establecidas a largo plazo. 
Un procedimiento general a lo largo de 10s distintos experimentos h e  parhr de mhs de 
una camada de animales y distribuir de manera proporcional a 10s animales de distintas 
camadas entre 10s distintos grupos experimentales de fonna de evitar 10s efectos de 
camada. 
2.2.1.6.1. Entrenamiento a distintas edades 
Para determinar si 10s cambios neuroquimicos esth relacionados con la edad en que se 
entrena, se realizo un TEC (SO-S7) con ratas machos de la cepa Sprague-Dawley que 
tenian 20, 30, 40, 60, 90 a la fecha de inicio del entrenamiento. Los animales 
entrenados y controles fueron sacrificados 3 meses despu6s del entrenamiento. 
2.2.1.6.2. Estudios a distintos tiempos post-entrenamiento 
En estos experimentos, ratas machos de la cepa Sprague-Dawley heron entrenados en 
el TEC (SO-S7) a partir de 10s 30 dias de edad. Luego del entrenamiento 10s animales 
fueron Qvididos en grupos de manera que 10s distintos grupos heran similares en 
cuanto a la respuestas motoras de sus integrantes en las pruebas. Se dividieron 10s 
animales controles en la misma cantidad de grupos. Finalmente, un grupo entrenado y 
un grupo control h e  sacrificado periodicamente a distintos tiempos: 15,30,60,90, 180, 
360 dias luego del entrenamiento. 
2.2.1.6.3. Comparaci6n de la respuesta de machos y hembras 
Con el objeto de comparar la respuesta a1 TEC de 10s dos sexos, animales de la cepa 
Sprague-Dawley de 20,30,40 y 60 &as heron subdivididos segim el sexo, entrenados 
(SO-S7) y sacrificados a 10s 3 meses con sus respectivos grupos controles. 
2.2.1.6.4, Comparaci6n de la respuesta de distintas cepas animales 
El TEC se realizo (SO-S7) en ratas machos de la cepa Sprague-Dawley y Wistar de 30 
dias de edad a1 comienzo del entrenamiento. Los animales heron sacrificados a 10s 3 
meses de edad. 
2.2.1.6.5. Estudio del entrenamiento en distintos meses del aiio 
Animales machos de la cepa Sprague-Dawley de 30 &as de edad a1 SO heron 
entrenados en el TEC (SO-S7) a mediados de 10s distintos meses pares del aiIo y 
sacrificados a 10s 3 meses. 
2.2.1.6.6. La respuesta motora y el sendido de giro 
En estos experimentos, animales machos de la cepa Sprague-Dawley y Wistar heron 
entrenados a partw de 10s 30 &as de edad en el TEC (SO-S7) divididndolos en 2 grupos 
experimentales. Unos heron recompensados cuando giraban en el sentido horario y 10s 
otros cuando giraban en el sentido antihorario. Fueron sacrificados a 10s 40 &as post- 
entrenamiento. 
2.2.1.6.7, Distintas sesiones de entrenamiento 
Animales machos y hembras de la cepa Sprague-Dawley y machos de la cepa Wistar 
fueron entrenados a partir de 10s 30 &as de edad con distintos esquemas. Un grupo 
realizo las sesiones SO a S1, otro de SO a S3, otro de SO a S5 y el idtimo grupo 
experimental de SO a S7. Fueron sacrificados a 10s 40 &as post-entrenamiento 
2,2,2, Test del Disco Giratorio 
23.2.1. Disefio del equipo 
El disco giratorio h e  diseiiado y construido de forma de mantener la mayor similitud 
posible con el aparato del TEC. Una plancha circular h e  recubierta con goma 
antideslizante, colocada sobre una base de madera y rodeada de dos cilindros 
conckntricos, uno interno y otro externo. Todos 10s componentes guardaron las mismas 
dimensiones que 10s utilizados para el TEC. Esta estructura, finalmente h e  colocada 
sobre una carcaza correspondiente a un aparato tocadisco cuya velocidad de giro h e  
modlficada de tal manera que permitiera un movimiento de la estructura en el sentido 
horario de 13 rpm. Una marca blanca h e  echa en una posicion cualquiera, del lado 
interno y del lado externo del cilindro externo y h e  utilizada como referencia durante el 
proceso de entrenamiento. El aparato tambien fue iluminado con luz blanca 
homogknea. 
2 3 3 3 .  Procedimiento de entrenamiento 
Los animales heron colocados en el interior del aparato e inmediatamente el sistema 
giratorio encendido de manera que la plataforma comenzara a girar. Los animales 
muestran una respuesta no condicionada frente a este movimiento y comienzan a 
carninar y luego a correr en el sentido contrario a1 movimiento de la plataforma. Cada 
animal h e  sometido a un esquema de sesiones diarias (1, 3, 5 6 7) en las cuales 
personalmente el operador controlaba el nlimero de vueltas realizadas. Se computaba 
una vuelta cada vez que el animal traspasaba en el sentido contrario de gro de la 
plataforma, la linea blanca de referencia rnarcada sobre el cilindro externo. A1 igual que 
en el TEC, cada sesion del TDG frnalizaba cuando el animal cumplia el nhnero de 
vueltas esperadas (100 vueltas durante las sesiones 1 a 3, 150 vueltas durante las 
sesiones 4 a 7) o cuando transcurrian 30 min desde el inicio de la sesion. El nlimero de 
vueltas, tiempo y velocidad de gro para cada animal heron regstrados en una planilla. 
Los animales que no mostraban la respuesta a1 movimiento de la plataforma durante la 
primera sesion heron descartados. En todo momento, 10s animales dlspusieron en sus 
jaulas, de agua y comida ad libitum. Los animales controles heron colocados en el 
aparato per0 sin movimiento de la plataforma. 
2.2.2.3. Criterio de descarte 
La respuesta a1 movimiento es una respuesta no estimulada por el operador de manera 
que puede observarse, en contadas ocasiones, animales que no muestran una respuesta 
motora activa durante la sesion. En esos casos se observa que el animal se queda 
estitico en un sector del disco y gira del mismo mod0 que la plataforma sin realizar un 
movimiento propio sobre la superficie. Dichos animales heron descartados del 
experimento. 
2.2.2.4. Esquemas de entrenamientos y tiempos de sacrificio 
2.2.2.4.1. Entrenamientos para estudios del efecto a largo plazo 
A1 igual que para el TEC, algunos experimentos con esquemas de entrenamiento y 
tiempos de sacrificio diferentes se diseiiaron con el TDG. 
2.2.3.4.1.1. Distintos tiempos post-entrenamiento 
En estos experimentos, ratas machos de la cepa Wistar heron entrenados en el TDG 
(Sl-S7) comenzando a 10s 30 dias de edad. Luego del entrenamiento 10s animales 
heron divididos en grupos de manera que 10s distintos grupos heran similares en 
cuanto a la respuestas motoras de sus integrantes en las pruebas. Se dividieron 10s 
animales controles en la misma cantidad de grupos. Finalmente, un grupo entrenado y 
un grupo control h e  sacrificado periodicamente a distintos tiempos: 40, 90, 180 dias 
post-entrenamiento. 
2.2.2.4.1.2, Distintas sesiones de entrenamiento 
Animales machos de la cepa Wistar fueron entrenados a partir de 10s 30 dias de edad 
con distintos esquemas. Un grupo realizb las sesiones S1 a S2, otro de S 1 a S5 y otro de 
S1 a S7. Finalmente heron sacrificados a 10s 40 dias post-entrenamiento. 
23.2.4.2. Entrenamientos para el estudio de 10s cambios inmediatos 
En esta bateria de experimentos, 10s animales fueron entrenados y sacrificados en forma 
inmediata (minutos en lugar de meses). Anirnales machos de la cepa Wistar fueron 
entrenados en el TDG durante una h ica  sesi6n (Sl) a parhr de 10s 30 &as de edad. Se 
daba por concluida la sesi6n cuando el animal recorriera 150 vueltas o cuando 
transcurrieran 30 minutos desde el inicio del entrenamiento. Luego del ejercicio en el 
TDG, 10s animales heron sacrificados, junto con 10s controles, a 10s 30 6 60 min de 
completada la segunda sesi6n. 
2.3. OBTENCION DEL TEJIDO PARA ESTUDIOS NEUROQUIMICOS 
2.3.1. Disecci6n del Sistema Nervioso 
En 10s tiempos inhcados en cada disefio experimental, 10s animales heron sacrificados 
rapidamente por decapitacion con guillotina. Luego se realizo, en forma inmediata, un 
corte longitudinal de la pie1 en la linea me&a del crheo y la misma h e  removida 
dejando al descubierto la calota. Posteriormente se hizo un cork con alicate de la parte 
posterior del hueso occipital, se introdujo una espatula de punta roma entre la 
membrana aracnoide y la piamadre a fin de que entre aire en el espacio subaracnoideo y 
poder asi introducir el alicate sin dafIar el cerebro. A continuation se realizaron dos 
cortes longitudinales de la calota a la altura de la comisura piuieto-occipital del lado 
izquierdo y derecho, y la parte superior de la calota h e  removida. Introduciendo una 
esptitula en el sentido p&stero-anterior por delante de 10s 16bulos fiontales, el cerebro 
h e  levantado hacia atrb, retirado de la cavidad encefdica, colocado en un vaso de 
precipitado con solucion fisiologica a 0 O C  y enfiiado a -20 "C durante 2 min. 
A continuacibn, el cerebro fue puesto con la cara ventral hacia arriba sobre una chpsula 
de Petri cubierta con papel de filtro y ubicada sobre hlelo. Se realizaron 3 cortes 
transversales con una hoja de afeitar o un bisturi, uno por delante de 10s tuberculos 
olfatorios, otro por detras de 10s mismos y otro entre 10s 16bulos occipitales y el 
cerebelo. Luego, las distintas Areas a estudiar heron disecadas con esphtulas. Asi el 
cerebro qued6 dividido en tres porciones y, a parte, el cerebelo. De la parte anterior del 
cerebro, correspondiente a 10s lobdos frontales, se disec6 la corteza frontal. De la parte 
media heron disecados ambos cuerpos estriados, izquierdo y derecho, y la corteza 
motora (tarnbiCn respetando la lateralidad). Finalmente, de la porcion posterior se 
disecaron el hipocampo, 10s nucleos arnigdalinos y la corteza occipital. 
2,3.2, Fraccionamiento subcelular 
Luego de la diseccion las distintas Areas del cerebro heron rapidamente pesadas y 
fraccionadas para obtener las distintas fiacciones subceldares s e a  Azcurra y De 
Robertis (13), con ligeras modificaciones (figura 7). El tejido h e  homogeneizado a1 5% 
(plv) en solucion fria de buffer 20 mM Tris-HC1,0.32 M de sacarosa, 1 mM EDTA, 0.5 
mM PMSF, pH 7.4, en hielo, en un homogeneizador polytron de vidrio con vhtago de 
teflon (clearence 0.28 rnm) mediante 40 pases a 1300 rpm. El homogenato se 
centrifug6 10 min a 1090 x g promedio, el pellet se lav6 dos veces y se descarto. Los 
sobrenadantes post-nucleares se mezclaron y centrifbgaron a 13000 x g durante 30 min 
y, luego de dos lavados, el sobrenadante h e  descartado. El pellet obtenido luego de 10s 
lavados Sinaptosomas. Para 10s estudios que utilizan esta fraccion, el pellet h e  
resuspendido en el mismo buffer de homogeneizaci6n que contenia ademh 0.02% 
NaN3, fraccionado en alicuotas y guardado en freezer a -70 "C hasta su posterior uso. 
En ciertos casos, el sobrenadante de la fraccion sinaptos6mica h e  centrihgado a 
105000 x g prom durante 120 min. Luego de un lavado se conservo el pellet, 
Microsomas, y el sobrenadante, Citosol. 
En algunos experimentos la fraccion sinaptos6mica h e  resuspendida en una solucion 
hipo-osm6tica de 5 mM Tris-HC1, 50 pM CaC12, pH 8.1, vertido nuevarnente en el 
homogeneizador de polytron donde se realizaron 30 pases del vhtago de teflon. El 
objetivo h e  la ruptura por shock osm6tico de 10s sinaptosomas sellados presentes en la 
fraccion precedente. 
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Figura 7. Esquema del fraccionamr'ento subcelular. 
Luego del shock osmotico, el nuevo homogenato h e  centrifugado durante 30 min a 
20200 x g prom. Luego de un lavado, el pellet fue resuspenddo en 1 a 2 ml de buffer de 
homogeneizacion y cargado sobre un gradiente discontinuo de sacarosa 0.8M I 1 .OM / 
1.2M en buffer de homogeneizacibn, formado por 2.5 ml de cada capa del gradiente. 
Los gradientes fueron centrifugados a 100000 x g prom durante 80 min. Se recupero la 
ban& en la interfase l.OMI1.2M y el tejido h e  resuspendido en un dounce con 30 pases 
del vbtago, diluido en buffer A (50 mM Tris-HC1 pH 7.4, Sacarosa 0.32M7 1 mM 
EDTA, 0.5 mM PMSF) y centrifbgado a 150000 x g prom durante 80 min. El pellet fue 
resuspenddo en un pequefio volumen de buffer B (10 mM MgC12, 1 mM CaC12, 10 
mM Tris-HC1 pH 7.4), separado en alicuotas y almacenado a - 70 "C. Esta fiaccion fue 
denominada Membrana Sinsiptica 1M. 
2,4. DETERMINACIONES NEUROQUIMICAS 
2.4.1, Determinaciones bioquimicas general- 
2.4.1.1. Determinacihn de acetilcolinesterasa 
La determinacion de AchE fue realizada por el metodo de Ellman (71). Para ello, 40 pl 
de muestra fueron incubados durante 20 minutos con 985 pl de buffer fosfato 0.1 M pH 
8, 35 p1 de 0.1 M DTNB, 40 pl de 10-5 M ethopropazina (inhibidor de la 
butirilcolinesterasa). A continuacion se agregaron 40 p1 de 15 mM acetiltiocolina y, 
manteniendo la temperatura a 37 "C, se real& la lectura espectrofotometrica continua 
a 412 nrn durante 3 minutos. La actividad enzimktica fue detenninada por la 
degradacion de la acetiltiocolina, con exposicion del grupo ti01 que a1 reaccionar con el 
DTNB produce un complejo de coloraci6n amarilla. 
La actividad especifica relativa de AchE en cada fiaccion fue detenninada, cuando 
fuera requerido, como: 
Actividad de AchE/mg proteina en fiaccion X 
Actividad de AchEImg proteina en Homogenato 
2.4.1.2. Determinacibn de proteinas 
Se utilizo el metodo de Lowry y colaboradores (191) empleando el reactivo de Folin y 
utilizando como estandar BSA (Fraccihn V). 
2.4.2. Medicibn de neuroreceptores 
2.4.2.1. Evaluacibn del receptor colinbrgico muscarinico 
La cuantificaci6n del receptor colindrgico muscarinico se realizo mediante la tecnica de 
ensayos competitivos empleando como ligando especifico el 3H-QNB, con una 
actividad especifica de 30-60 Ci/mmol. 
2.4.2.1.1. Determinacibn de la afinidad y niimero de receptores 
La determinacion del n h e r o  de receptores (Bmax) por ensayos de saturacion se realizo 
sobre las distintas muestras de tejido obtenidas. Para ello, el tejido (10-20 pg de 
proteina membrana sinhptica 1M; 50-150 pg de proteina para el resto de las fracciones) 
fbe incubado en buffer Tris-HC1 50 mM, pH 7.4, volurnen final de incubacion 0.5 a 1.0 
ml, en presencia de 2 nM 3H-QNB durante 30 min a 37 "C bajo ag~tacion. Cada 
determinacion fbe realizada por triplicado y la union inespecifica del ligando a1 tejido 
evaluada en presencia de 10 pM de Atropina por ensayo duplicado. 
Para la determinacion de la afinidad (Kd) y BmAx en la misma preparacion se utilizo la 
tecnica de Scatchard (274), y se incub6 la muestra de tejido como se indica para el 
ensayo de saturacion pro, en este caso, con cantidades decrecientes de 3H-QNB (1.87 - 
0.3 nM). Cada punto de la cwva fbe evaluado por triplicado y por duplicado el 
inespecifico. 
Luego de la incubacibn, el ligando unido fbe separado del ligando libre utilizando dos 
mdtodos diferentes, en una caso se realin5 por filtracion a1 vacio y en el otro por 
centrifugacibn. 
2.4.2.1.2. Tknica de filtracibn 
El ensayo de union a1 ligando especifico se realize mediate la tdcnica de Yarnarnura y 
Snyder (323). Luego de la incubacion, el ligando unido se separ6 del ligando libre por el 
metodo de filtracion a1 vacio utilizando un aparato de filtracion de 8 bocas tipo 
Millipore y usando filtros de papel Whatman GF/B, con una velocidad de flujo de 5 
mumin. La incubacion se corto con el agregado de 3 ml de buffer de incubacion frio a1 
tubo de ensayo, este se volcb sobre el filtro correspondiente y se lavo 3 veces con 4 ml 
del buffer de incubacion frio. Los filtros se colocaron en un vial y se secaron en estufa a 
42 "C durante toda la noche. Los viales se cargaron con 10 ml de liquid0 de centelleo 
(0.25 g POPOP y 4 g PPO por cada litro de tolueno bidestilado), heron mantenidos a 
20 "C en oscuridad durante 30 min antes de realizarse la cuantificaci6n de 
radioactividad remanente en 10s viales. 
2.4.2.1.3. Medici6n de mAchR como marcador de fraccibn 
La cuantificacion del mAchR utilizando 3H-QNB tambidn h e  utilizada como control de 
enriquecimiento de fiacci6n durante el fiaccionamiento subcelular. La union especifica 
relativa de 3H-QNB se calcul6 como: 
CPWmin por mg proteina en fraction X 
CPWmin por mg proteina en PT 
donde PT es el pellet total obtenido por centrihgaci6n del homogenato a 100000 x g 
durante 60 min. 
2.4.2.2. Determinacibn del receptor dopaminCrgico Dl  
Se realid de acuerdo con la tecnica de Dewar y Reader (58). Se incubaron 50 pg de 
proteina del tejido durante 30 min a 37 "C en un volumen final de 0.5 ml de buffer 50 
mM Tris-HC1 pH 7.5,10 rnM MgS04,2 mM EDTA, 154 mM NaCl, 10 pglml de BSA 
y el ligando rahoactivo (0.05-0.5 nM 3H-SCH23390 66 Cilmmol). La reaccion se 
termin6 con 3 ml de buffer 10 mM Tris-HC1 pH 7.5, 154 mM NaCl fiio y se realizaron 
2 lavados de 10 ml con la rnisma soluci6n. Para 10s ensayos de union inespecifica se 
incubaron las muestran en presencia de 10 pM SCH23390 sin marca radioactiva. La 
separaci6n del ligando libre y el unido se realizh por filtracihn. 
2.4.2.3. Determinaci6n del receptor dopamin6rgico D2 
La determinaci6n del receptor dopamindrgico D2 h e  realizada siguiendo el metodo de 
Howlett y Nahorski (132). Para 10s ensayos de saturacidn 100 pg de proteina heron 
incubados, por triplicado, en un volumen final de 1 ml de buffer Tris-HCl 50 mM, pH 
7.4, 120 mM NaC1, 5 mM KCl, 1 mM MgC12 y 2 mM CaC12. Luego de una 
preincubacion de 15 min a 37 "C se incuba el tejido a la misma temperatura con 1.6 nM 
3H-Spiperone (15-30 CUmmol), bajo agitacion. El ensayo de union inespecifica se 
realizo, tambien por triplicado, incubando la preparation con 50 pM de sulpirida. Los 
ensayos de afinidad heron realizados con concentraciones variables del ligando 
rahoactivo (0.1 - 1.6 nM). La separation del ligando libre del unido h e  por filtracion y 
el manejo de 10s filtros h e  realizada en fonna similar a la descripta anterionnente. 
2.43,4, Determinaci6n del receptor glutamat6rgico NMDA 
Se realizb por el metodo de Wong y colaboradores (3 16), para 10s ensayos de saturacidn 
150 pg de proteina heron incubados en 1 ml de buffer I (1 18 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 
1.2 mM MgSO4,5 mM NaHCO3,2O mM Hepes, 1.2 mM KH2P04,2.5 mM CaC12,ll 
mM glucosa, pH 7.4), 5 nM 3H-MK-801, 22 CUmmol. La determinacion de la union 
inespecifica h e  realizada por desplazamiento en presencia de 100 pM de MK-801 sin 
marca radioactiva. La separation del ligando libre del unido h e  por filtracion y el 
manejo de 10s filtros h e  realizada en fonna similar a la descripta anterionnente. 
2.43.5. Cuantificaci6n radioactiva 
En todos 10s casos, luego de la eliminacibn del ligando libre, la radioactividad 
remanente fue cuantificada en un contador de centelleo, considerando la eficiencia del 
aparato y el quenching, utilizando el mdtodo de relacidn de canales a partir de una 
curva esthdar para tritio. 
Las desintegraciones por minuto (DPM) se obtienen conociendo las cuentas por minuto 
(CPM) que detecta el aparato y la eficiencia (Ef) de conteo a parhr de la relacidn de 
canales obtenida. 
DPM = CPM 
% Ef 
Las DPM obtenidas a partir de un tubo incubado en presencia del desplazante particular 
(por ejemplo, atropina 1pM para el 3H-QNB corresponden a la unidn inespecifica del 
ligando a1 tejido. Incubando en ausencia del desplazante frio se obtienen las DPM 
totales. Las DPM correspondientes a la unidn del ligando a1 receptor es: 
DPM receptor = DPM totales - DPM inespecifico 
La cantidad molar correspondiente a las DPM de cada medicidn se calculan a partir de 
la actividad especifica del ligando utilizado. Los resultados se expresan en holes 
receptor1 mg proteina. 
2.4.3. Estudios de fosforilaci6n in vitro 
Analogamente a lo realizado por Burgoyne (34, 3 9 ,  se fosforilaron preparaciones de 
membranas shipticas (10-20 pg de proteina) de animales controles y entrenados para 
evaluar cambios de binding en el rnAchR por fosforilacidn, en condiciones que activan 
pKC y en ausencia de dichas condiciones. Para ello; se sacrificaron controles y animales 
entrenados en el TDG, 30 minutos despuds de finalizada la sesidn S2. El tejido h e  
incubado en buffer A en presencia, ademb, de 50 pM C12Ca, 10 mM C12Mg y 25 
pg/ml de calmodulina, en un volumen final de 40 p1. En algunas preparaciones no se 
agrego calcio, magnesio ni calmodulina. 
Las muestras heron preincubadas a 4 OC durante 35 min para permitir la interaccion de 
la calmodulina con las membranas y, posteriormente, a 37 OC durante otros 5 min para 
activar 10s sistemas de fosforilaci6n. Luego, cada muestra fbe incubada a 37 OC durante 
5 min en presencia o ausencia de ATP (100 pM de concentracion final). Terminada la 
incubacion, se agrego 200 p1 de buffer 10 m M  Tris-HC1 pH 7.4 y se centrihgo en 
microhge a 13000 x g mhx a 4 OC durante 12 min. El pellet h e  resuspendido en el 
mismo buffer y sobre esta muestra se procedi6 a la cuantificacibn del mAchR. 
2,4,4, Antilieis de la expresi6n del ARN del mAChR 
La tecnica de RT-PCR permite el estudio de la expresion de ARN con primers 
especificos a partir de dos pasos sucesivos. En el presente trabajo, mediante esta 
metodologia se estudio la expresi6n del ARN de 10s dos principales subtipos del 
mAchR involucrados en la regulation colinergica del cuerpo estriado, el subtipo M 1  y 
M4. En primer lugar se realiz6 un ADN copia del ARN extraido y posteriormente una 
amplificaci6n por PCR a partir del ADN copia. En el caso de una amplificacion 
negativa por RT-PCR hubiera sido dificil determinar si la falla tecnica se encontraba en 
el primer paso, preparacion del ADN copia o en 10s pasos propios de la amplificacion. 
Por este motivo, se creyo conveniente, para la puesta a punto de la tdcnica, evaluar la 
capacidad de amplificacion de 10s primers sobre el ADN gen6mico y asegurar asi la 
eficiencia de la amplificacion. 
2,4.4.1. Extracci6n de ADN de corteza cerebral 
El ADN genomico h e  extraido de corteza cerbral total de rata por el metodo clbico de 
Gross-Bellard y colaboradores (1 1 I), con ligeras modificaciones. El tejido disecado fie 
congelado rapidarnente a -35 OC y cortado finamente con una grllete. Posteriormente, se 
incub6 toda la noche a 55 OC con proteinasa K (1 mg/ml) en buffer de digestion: 100 
mM NaCl, 25 m M  EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 8, 0.5% SDS. Luego de dos 
extracciones en fen01 Tris pH 8-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) en tubos 
corex, se centrifbgo a 1700 x g prom por 10 min. La fase superior acuosa fbe transferida 
y se agrego 112 volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 vollimenes de etanol 100% 
para precipitar el ADN. Una vez precipitado se centrifbgo brevemente y el sobrenadante 
fue decantado. El pellet fue lavado con etanol70% y secado al aire. Finalmente el ADN 
fue resuspendido en buffer TE (10 mM Tris-HC1, 1mM EDTA, pH 8). La cuantificacion 
espectrofotom~trica de la concentraci6n de ADN permitio calcular un rendimiento de 
aproximadamente 1.6 mg de ADN por mg de tejido, considerando que una unidad de 
densidad 6ptica equivale a 50 pg/ml de ADN doble cadena. La evaluacion de la 
relacibn de absorvancia 2601280 (1.87) indid un buen indlce de pureza del ADN. 
3.4.4.2, PCR del ADN extraido 
Utilizando 10s primers especificos para 10s subtipos M1 y M4 del mAchR, se amplifico 
el ADN genomico. Los primers utilizados fueron 10s siguientes: MI, 5'-GCA CAG GCA 
CCC ACC AAG CAG-3' (primer superior extremo 5', posicion 1073) y 5'-AGA GCA 
GCA GCA GGC GGA ACG-3' (primer inferior extremo 3', posicion 1425) con un 
producto de PCR de 373 pb correspondiente al nlimero de secuencia M 16406 del 
Genbank; y M4, 5'-TGG GTC TTG GCC TTT GTG CTC-3' (primer superior extremo 
5', posicibn 461) y S'TTC ATT GCC TGT CTG CTT TGT TA-3' (primer inferior 
extremo 3', posicion 1026) con un producto de PCR de 588 pb correspondiente al 
nlimero de secuencia M 16409 del Genbank. Estos primers especificos de 10s subtipos 
del receptor muscarinico fuero disebdos usando un programa de sintesis de 
oligonucleotidos basados en la secuencia publicada de 10s genes del receptor 
muscarinico (27). 
Los primers heron cuantificados espectrofotom6tricamente a 260 y 280 nm luego de 
una diluci6n 11200 para establecer con mayor exactitud la concentracion de partida. 
La amplificacion por PCR se realiz6 en primer lugar respetando 10s paws descriptos por 
Wei y colaboradores (307), 25-40 ciclos a 95 OC 1 min, 62 OC 1 min. Con una mezcla 
por tubo (50~1) compuesta por buffer Promega libre de magnesio (50 mM KC1, 10 mM 
Tris-HC1 pH 9,0.01% TX-loo), MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0.2 rnM, primers (clu 0.5 pM) , 
Taq polimerasa promega 1 U. 
En la mayoria de 10s casos, se encontraron problemas de amplificacion o baja 
eficiencia, por lo que se realizaron algunas modificaciones en forma sucesiva, en 10s 
ciclos y temperaturas de amplificacion, la concentraci6n de primers y Taq polimerasa. 
En el caso de la amplificacion del subtipo M2 y M4 se realizaron amplificaciones con 
mayor concentraci6n de Mg++ (MgC12 2.5 mM) y en presencia de formamida debido a 
la existencia de annealing entre ambos primers que disminuian la eficiencia de 
amplificacibn. 
El protocolo final de amplificaci6n fue el siguiente: 
ADN 100 ng 
Buffer Kit Perkin Elmer 
MgC12 1.5 m M  (MI), 2.5 mM (M2, M4) 
dNTPs 0.2 mM 
primers 1 pM (clu) 
Taq polimerasa 1.5 U 
Temperaturas de amplificacibn: 5' 94 "C; ciclos de 45" a 94 OC, 1' a 60 OC y 30" a 72 
OC; 5' a 72 OC. 
Niunero de ciclos: 25 para MI, 35 para M2 y M4. 
La evaluaci6n posterior del product0 de amplificacion fue realizada a travks de una 
corrida electroforktica en gel de agarosa 1.8% con bromuro de etidio para visualizar las 
bandas. 
Las corridas electroforeticas heron fotografiadas sobre transiluminador de luz U.V. de 
300 nrn, usando una cha ra  Polaroid MP-4 provista de un filtro rojo con pelicula 
Polaroid 667. 
2,4,4,3, Extracci6n de ARN 
Dado el bajo nivel de ARNm de mAchR y la necesidad de obtenerlo altarnente intacto, 
para determinar el procedimiento bptimo, se evaluaron distintas moQficaciones de la 
tecnica de extraccibn de Chomczynski y Sacchi (40). 
El tejido fue homogeneizado en una solucibn desnaturalizante (4 M tiocianato de 
guanidina; 25 mM citrato de sodio; 0.1 M Zmercaptoetanol; 0.5% lauril-sarcosina) con 
homogeneizador de cuchilla methlica a 15000 rpm durante 30 seg. 
El paso siguiente fue una extraccion por agregado secuencial de NaAcO, fen01 saturado 
en agua y cloroformo-alcohol isoamilico (49: 1 v/v). Sigweron dos precipitaciones con 
un volumen de alcohol isopropilico y dos lavados con etanol 75%. El pellet frnal h e  
resuspendido en agua libre de RNAsas, cuantificado y alicuoteado a -20 "C hasta su 
USO. 
El ARN h e  cuantificado espectrofotom~tricamente a 260 nrn considerando una unidad 
de densidad bptica equivalente a 40 pg/pl de ARN. La relacibn de absorvancia 2601280 
fix utilizada para determinar el indice de pureza. 
2,4,4,4, Producci6n de ADN copia a partir del ARN extraido 
La transcripcibn reversa del ARN se realiz6 con dos primers diferentes, usando 
hexheros a1 azar y usando poliT, mientras que el resto de las condiciones de 
incubacibn se mantuvieron iguales. Los resultados m h  reproducibles se consiguieron 
con hexheros a1 azar. 
Las condiciones establecidas para la producci6n del ADN copia fueron las siguientes: 
.Preparacibn del master mix: ARN 1 pg, dNTPs 1 rnM, hexhtneros a1 azar 
(Biodynamics) 2.5 pM, DTT 0.0 lM, RNasin (Promega) 300 U, vol final 19 pl. 
.Calentamiento 10 min a 65 OC para desnaturalizar el ARN 
.Spin de centrifugation para eliminar desechos insolubles 
.lo min a temperatura ambiente (annealing) 
.Transcripci6n reversa: se agregan 5 p1 buffer BRL y 1.2 pl(300 U) de RT-transcriptasa 
reversa y se incuba 60 min a 35 OC. 
.Se inactiva 5 min a 95 OC y se conserva el ADN copia a -20 OC 
El ADN copia es corrido por electroforesis en un gel de agarosa a1 1% en buffer TBE 
durante 1 hora a voltaje constante (70V). 
Para el cheque0 de la calidad del ADN copia se realizo una transcripcibn utilizando un 
nucle6tido radioactivo. El product0 fue corrido en electroforesis como se describe 
anteriormente, el gel se sec6 en una secadora BioRad por vacio y calor y fue expuesto 
sobre una pelicula radiogrhfica y placas intensificadoras a -70 OC durante toda la noche. 
2.4.4.5. RT-PCR 
Los animales entrenados a 10s 30 dias de edad durante 7 &as en el test de entrenamiento 
motor fueron sacrificados a 10s 90 dias de edad. La corteza motora izquierda y derecha 
y el cuerpo estriado izquierdo y derecho fueron disecados, y el ARN extraido como se 
indica en el punto 2.4.4.3. 
Posteriormente, el ARN es incubado 30 min a 37°C con 2 U de DNAsa libre de RNAsa 
(Bethesda Research Labs) para eliminar residuos de ADN gen6mico. Finalmente, el 
ADN copia del ARN extraido se obtiene como se indica en 2.4.4.4. 
El ADN copia fue incubado con 10s distintos sets de primers especificos, para MI, M2 y 
M4, en las condiciones establecidas en 2.4.4.2. 
Como controles positivos se utiliza la amplificacibn de ADN genomico en las mismas 
condiciones y como negativo se amplifica el ARN sin transcripci6n reversa y en otro 
tubo se realiz6 la amplificacibn sin agregar ningim t i p  de molde (ADN o ARN). 
2.4.4.6. Separaci6n del producto de PCR por Electroforesis 
Posteriormente a la amplificacibn, entre 5 y 30 pl de 10s productos de amplicacion por 
PCR heron sembrados en un gel de agarosa a1 1.8% en buffer lx  TBE, 25 pg/ml de 
bromuro de etidio y 0.1% azul de bromofenol. Una calle del gel contiene un eskindar de 
peso molecular de ADN. Las distintas bandas heron visualizadas por fluorescencia y 
fotografiadas. 
2.4.4.7. Cuantificacibn del producto de PCR 
La interpretation de esta tecnica h e  realizada por Qstintos mktodos aceptados para la 
evaluacion cualitativa y semicuantitativa de la PCR (142). Por observacion directa de la 
intensidad de banda de bromuro de etidio para cada producto y por cuantificacion de 
32P incorporado en el producto de PCR proveniente de un primer fosforilado en 5'. 
2.4.4.7.1. Interpretaci6n cualitativa por visualizaci6n directa 
En este caso la determinaci6n se realid Qrectamente sobre el gel y a partir de la 
observaci6n de las imageries fotograficas obtenidas del mismo. Por este metodo se 
determinaron las diferencias relativas entre las bandas en funcion de la emision 
lurninica del bromuro de etidio. Este colorante fluorescente se intercala en el ADN en 
forma proporcional a la cantidad del acido nuclCico y a1 ser ilurninado con luz UV 
emite fluorescencia en el espectro de luz visible. 
2.4.4.73. Analisis semi-cuantitativo del prodncto amplificado 
Este metodo es mas sensible que el anterior y permite cuantificar el producto 
amplificado. A1 utilizar uno de 10s primers con el extremo 5' marcado con 32P, en cada 
ciclo de amplificaci6n se incorpora marca radioactiva en funcibn de la generacion de 
una copia de la secuencia amplificada. La cantidad de producto, por lo tanto, es 
proporcional a la cantidad 32P. Luego de la corrida electrofordtica, se corta la banda del 
gel y, sin eluir el ADN, se coloca en un vial y se cuantifica la radioactividad en un 
contador de centelleo. 
2.4.5. Inmunohistoquimica 
El cerebro de 10s animales entrenados y controles que heron utilizados para estudios 
inmunohistoquimicos h e  sometido a un proceso de fijacion, en forma inrnediatamente 
posterior a1 sacrificio del animal. Luego de la fijacibn y procesamiento del material, se 
obtuvieron cortes micrometricos del tejido cerebral y se estudib la presencia de las 
moleculas de interes a traves de anticuerpos especificos. 
2.4.5.1. Fijaci6n del tejido 
Una vez anestesiados prohdamente por administration intraperitoneal de pentotal, 10s 
animales fueron fueron sujetados con alfileres sobre una tabla de telgopor, colocada 
dentro de una bandeja de acero inoxidable, con sus extremidades abiertas de manera de 
permitir un acceso facil a1 torax. El torax h e  abierto y el corazon y las venas 
principles expuestas luego de remover el timo en 10s caws que obstaculizaba el 
procedimiento. Se realizo una incision en el ventriculo izquierdo para insertar una 
chula. La chula h e  conectada a un tubo, que a traves de una orqueta, conectaba con 
dos fiascos situados a una altura de 80 cm. Dicha altura permitia una velocidad de flujo 
adecuada para realizar una rhpida perfusi6n sin que la presi6n del liquido altere el 
sistema circulatorio del animal. Uno de 10s fiascos contenia buffer fosfato O.1M y en el 
otro una solucion de paraformaldehido (PFA) al 4% en el mismo buffer. Un juego de 
clamps permitia cambiar de uo liquido de perfiLsibn a1 otro. Para preparar la soluci6n de 
PFA 4%, se llevb el agua a ebullicibn y se mezcl6 bajo campana con el PFA. Luego de 
enfiiado y filtrado se agrego el buffer. La fijacibn se inici6 con la perfision del buffer 
fosfato y se continuo hasta que no se el animal dejo de perder m h  sangre, 
aproximadamente 250 ml. A continuacibn se perfimdib con la solucion de 
paraformaldehido haciendo circular un volumen total de 500 ml en aproximadamente 
20 min. 
Luego de la fijacion por perfusibn, el animal h e  descalotado y el cerebro disecado con 
cuidado para no afectar la estructura externa que seria, posteriormente, utilizada como 
guia para seleccionar la zona de cortes. Se coloc6 el cerebro en solucion de PFA 4% 
toda la noche a 4 "C envuelto en una gasa. 
2,4,53, Procesamiento y cortes histol6gicos 
A1 dia siguente se lav6 el cerebro con agua corriente durante 10 min para colocarlo 
luego en sacarosa a1 30% hasta que se embebib completamente, aproximadamente 48 
horas. Luego de este proceso, el cerebro h e  congelado 30 seg en una mezcla de 
isopentano-hielo seco a - 80 "C, envuelto en aluminio y guardado a - 20 "C hash el dia 
siguente. Para la realizacion posterior de las tCcnicas inmunohistoquimicas se realizan 
cortes de drstinto espesor, entre 5 a 40 pm, en un criostato. 
Los cortes heron montados sobre portaobjetos pretratados con adhesivo tisular (1 g de 
gelatina y 0.1 g de KCr(S04). 12 Hz0 en 100 ml de agua destilada). 
2,4.5.3, Detecci6n inmunohistoquimica de NF, GFAP y c-fos 
Los cortes heron lavados en en PBS 0.02M pH 7.4 durante 5 min y luego en una 
soluci6n a1 1% de H202 en metanol durante 30 minutos. Esta ultima incubacion h e  
realizada a fin de inhibir la peroxidasa endbgena que pueda estar presente en el tejido. 
Este paso es importante ya que el sistema de revelado involucra la utilizaci6n de 
peroxidasa, si la peroxidasa endbgena no fuera desactivada la aparicion de reacci6n 
positiva podria sugerir falsamente la presencia de la molCcula en estudio. Luego del 
bloqueo de la peroxidasa end6gena el tejido h e  lavado 5 min en PBS 0.02M y 
posterionnente colocado durante 5 min en PBS-T (PBS 0.02M, gelatina 2 por mil, y Tx- 
100 0.25%). A continuacibn, h e  incubado 16 horas en una c h a r a  h h e d a  y a 4" C con 
el anticuerpo primario diluido en PBS-T, en presencia ademas de 0.5% de BSA, 0.02% 
NaN3. Las caracteristicas de 10s anticuerpos utilizados y las diluciones de incubacion 
heron las siguientes: 
NF: Neurofilamento 68-200 kD monoclonal de raton Biogenex 2Fll-MU073-UC, dil 
11100 
GFAP: monoclonal de raton Biogenex GAS-MU020-UC, dill1500 
c-fos: policlonal de conejo (5 pg/ml), dil 1120 
El anticuerpo primario h e  eliminado con 4 lavados de 15 min con PBS-T. A 
continuacion se incubo 2 hs a temperatura ambiente con un anticuerpo secundano. Se 
utilizo un anticuerpo anti-IgG de raton biotinilado diluido 11100 en PBS-T, except0 para 
la deteccion de c-fos donde se utilizi, el anticuerpo secundario biotinilado del lut de 
deteccion Vectastain Elite, siguiendo las indicaciones del prospecto. Luego de 2 
lavados de 10 min cada uno en PBS-T, el tejido h e  incubado otras 2 hs a temperatura 
ambiente con estreptavidina-peroxidasa dil 11200 en PBS-T. Nuevamente la deteccion 
inrnunohistoquimica de c-fos es la exception ya que la incubacion h e  realizada con el 
complejo de deteccion del kit Vectastain Elite, preparado 30 min antes de su uso. Para 
ello, se mezcld el reactivo A (estreptavidina) y el B (peroxidasa biotinilada) en iguales 
proporciones en PBS 10 mM. La incubacion en este reactivo h e  detenida con 2 lavados 
de 5 min, uno en PBS-T y el segundo con PBS 0.2 M. Luego se incubo el material en 
presencia del sustrato cromogeno y se procedio a realizar el revelado. La mezcla de la 
reaccibn reveladora comprendia: diaminobenzidina a1 0.05% (plv), H202 0.005% en 
100 ml de PBS 20 rnM. La incubaci6n h e  realizada bajo microscopio entre 2 y 10 min 
y h e  finalizada cuando, a juicio del observador, se hubiera logrado una diferenciacion 
entre la marca especifica y el fondo. Posteriormente, se lavo con PBS 0.02M 5 min y 
luego con buffer fosfato 0.12 M 5 min. Se realizo la contratincion utilizando el 
colorante citoplasmhtico verde rhpido a1 1% o la coloraci6n nuclear con hematoxilina 
en forma muy suave. Los cortes heron secados al aire, deshidratados en 
concentraciones crecientes de etanol (50%, 96% y 100%) y finalmente en xileno para 
luego cubrirlos con un cubreobjetos montado con Bdsamo de C d .  
2.4.5.4. Consideraciones para 10s ensayos inmunohistoquimicos 
Como control para 10s estudios de inmunomarcacion de c-fos, se utilizaron animales a 
10s cuales se les inyecto previamente metrazol intraperitoneal (50 mgkg), una droga 
convulsivante que se conoce que dispara la expresibn del c-fos (209). Los animales 
controles y entrenados fueron sacrificados, respectivamente, 3 hs despues de la 
adrninistracibn de metrazol o del entrenamiento. 
Los animales sobre 10s que se hicieron inmunomarcaciones para NF y GFAP heron 
sacrificados 50 dias despues de realizados 10s entrenamientos. 
2.5. ANALISIS ESTADISTICO 
De resultar necesario someter 10s datos experimentales obtenidos a un d i s i s  
estadistico se utilizo el Test de Student de dos colas o el adlisis de varianza ANOVA. 
El mismo se adecuo a las caracteristicas de 10s datos analizados, ya sean medciones 
hicas, repetidas o Qstinto nlimero de variables. De encontrarese diferencias 
significativas en el aniilisis con m b  de dos grupos, se procedio a realizar el test a 
posteriori de Bonferroni, Dunnet o Tukey segh corresponds. Los calculos heron 
realizados siguiendo el texto de Kirk ( 1 5 1). 
RESULTADOS 
3.1. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO EN W S  TESTS 
3.2. CONDICIONES DEL TEJIDO PARA ESTUDIOS NEUROQUIMICOS 
3.3. EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LOS PARAMETROS 
NEUROQuIMICOS 
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3. RESULTADOS 
3.1. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO EN LOS TESTS 
3.1.1. Estudios en el TEC 
Las pruebas conductales representan en este modelo experimental el mecanismo de 
induccion de una respuesta fisiologica en 10s animales, mientras que el principal 
objetivo estA centrado en 10s estudios neuroquimicos posteriores. Sin embargo, la alta 
complejidad de la actividad desarrollada durante 10s tests determina que sea importante 
prestar atenci6n a1 comportamiento de 10s animales durante el entrenamiento. Cualquier 
comparacibn e inferencia que se realice respecto a 10s cambios neuroquimicos que 
puedan desencadenarse por la actividad en el TEC o en el TDG en cualquiera de 10s 
distintos grupos experimentales deberh, en primer lugar, evaluar si el comportamiento 
en las pruebas comportamentales h e  similar o no entre 10s grupos. 
3.1.1.1. Evaluaci6n del comportamiento motor y el aprendizaje asociativo 
Durante el TEC el comportamiento motor h e  evaluado mediante el conteo del n h e r o  
de vueltas y de la velocidad de giro. Si bien el n h e r o  de vueltas puede ser regulado por 
el experimentador ya que cumplido cierta cantidad el animal es retirado del TEC, la 
velocidad de giro es absolutarnente independiente del operador y estA relacionado con 
la respuesta de cada animal durante el entrenamiento. Por otra parte, aim reconociendo 
que el aprendizaje es un proceso sumamente complejo, aqui se seleccionb una variable 
que permita evaluar de la manera mhs precisa posible este componente del 
comportamiento en el TEC. 
3.1.1.1.1. Comparaci6n entre animales de distintas edades 
La respuesta motora y el aprendizaje h e  evaluado en el TEC (Sl-S7) en machos de la 
cepa Sprague-Dawley entrenados a partir de distinta edad, 20,30,40,60 y 90 &as, y las 
variables Vm y EA, cuantificadas para cada grupo, heron volcados en la tabla 1. 
TABLA 1 
ACTWIDAD EN EL TEST DE ENTRENAMIENTO CIRCULAR (TEC) 
Los valores de cab grupo representan el pmedio & el desvio es-. Taios 10s h tos  
correspona2n a animales machos de la cepa Sprague-Dawley. Vm: velocidad motora 
mbxima; EA: errores acumulados. N por grupo: 18. El estudio estadistico por ANOVA 
demostrb que existen diferencias entre los grupos para la vmiable EA @<0.001), el 
eshrciio a posteriori por el test de comparacih multiple de TuRey-Cramer demostrd que el 
grupo 20 muestra dijerencias estadisticas con toah 10s otros grupos (# p<O.OOl). No 
exieMsten d~erencias ignificativas para Vm @> 0.1). 
El estudio del Vm demuestra que no existen diferencias del comportamiento motor, en 
cuanto a esta variable, entre 10s distintos grupos comparados (p>0.1). Sin embargo, 
aunque no reviste significancia, pudo observarse que la respuesta motora de 10s 
animales de 90 dias es relativamente menor que la de 10s otros grupos. Precisamente, la 
observation directa de la actividad de estos animales durante el TEC permitio 
comprobar que, debido a su mayor contextura flsica, 10s animales de 90 dias presentan 
dificultades para el normal desenvolvimiento en la prueba. Los animales parecian tener 
problemas de espacio dentro del aparato y tambikn se observo, en forma sistematica, 
que se paraban sobre sus patas traseras para buscar el pic0 que vierte la gota en lugar de 
buscarla en el piso, lo que hzo necesario elevar el techo del equip de entrenamiento. 
Claramente, la contextura fisica de 10s animales de 90 dias es mayor que la de otros 
grupos y, posiblemente, las dimensiones del aparato de entrenamiento no sean del todo 
adecuadas. Por todo esto, 10s resultados obtenidos para 10s animales de 90 &as se ven 
afectados por la aparicion de nuevas conductas (e.g. busqueda del origen de la gota) que 
distorsionan la respuesta al TEC en una manera dificil de evaluar. 
TABLA 2 
ACUMULACION DE ERRORES EN EL TEST DE ENTRENAMIENTO 
CIRCULAR 
ERRORES PROMEDIO POR SESION 
GRUPO Dia NUMERO DE SESION 
(Edad) Destete I I1 I I I I V V V I W  
20 19 22 17 11 5 3 1 2 
30 2 1 15 10 5 2 0 1 0 
40 2 1 18 11 6 2 1 0 0 
60 2 1 14 8 5 3 1 0 0 
90 2 1 16 9 6 1 2 0 1 
El h e r o  que i&n@ica a cada grupo correspond? a la edad & 10s animales al inicio &l 
test & entrenamiento circular (20 a 90). Lus 7 sesiones comecutivas (I a W) no incluyen 
la sesidn inicial (SO) que nofie tabuhdz Npor gmpo: 9. Todos 10s entrenamientmjberon 
r e a l i d s  con animales machos & la cepa Sprague-Dawley. Los ciesvios estcindares no 
jberon gr@cados pro  en ningrin caso superan el 21% & dispersion. El esfudio estadistico 
par ANOVA &m&b que existen dZ@rem'as entre los grupos para la variable EA 
@<0.001), el eshrdz'o a posteriori por el test de comparacidn mtiltipIe & Tukey-Cramer 
dernosfro que el grupo 20 muestra d@rencias estadisticas con toah los otros grupos 
{js 0.001). 
Por otra parte, en 10s mismos grupos fie evaluada el componente de aprendizaje a 
travbs de la comparacion de 10s errores acumulados. En este caso, el analisis estadistico 
permitib comprobar que 10s animales entrenados a partir de 10s 20 dias de edad 
presentan una diferencia sustancial respecto a 10s otros cuatro grupos, 10s cuales no 
muestran diferencias entre si. Los animales de 20 dias muestran un mayor nlimero de 
errores en el aprendizaje de la consigna (p<0.001). Complementariamente, la tabla 2 
permite observar 10s errores acumulados por sesion para cada grupo experimental. Por 
un lado puede conf'irmarse mediante el adis is  de 10s datos la misma diferencia 
mencionada anteriormente. Por otro, queda claro que el patr6n de errores sesion por 
sesion es similar cualitativamente entre 10s distintos grupos. Es decir, el nlimero de 
errores va decreciendo a medida que se acumulan las sesiones. Practicamente en las 
liltimas tres sesiones no se cometen errores, mientras que en las primeras tres se 
acumulan la mayor cantidad. 
TABLA 3 
EFECTO DEL DESTETE TEMPRANO EN EL COMPORTAMIENTO 





El mbnero que idenfipca a a& gnrpu, correpmde a la edad de 10s mimales a1 inicio &I 
entrencrmiento. h s  emres acumukzih c m p n d e n  a la swnatoria de errores de caclb 
mcrmmal &ante las 7 sesiones de entremmiento (S1 a S7), dedesconkimb la sesidn inicial 
(SO). C& dato representa el valor promedo & el &mi0 e s h d u .  En ttados 10s taros se 
entrelaaron animales machos de la cepa Spmgue-DawIq. N de uxh gnrpo: 7. # p<0.001. 
Si bien la variation en la Vm puede discutirse en terminos de contextura fisica, el 
comportamiento diferencial respecto a1 aprendizaje, claramente puede presentar otras 
comotaciones. El comportamiento descripto en el caso de 10s animales de 20 &as 
puede estar relacionado con la mayor inmadurez relativa en este grupo experimental y 
tambien con el hecho de que heron el h i co  grupo destetados en forma mas temprana, 
a 10s 19 &as en lugar de a 10s 21 dias, a fh de someterlos a estres hidrico 24 horas antes 
de iniciar el entrenamiento a 10s 20 dias de edad. Para evaluar esta posibilidad se 
realiz6 un entrenamiento de animales machos de 20 dias y otros dos entrenamientos con 
dos grupos de animales de 30 dias de edad, uno destetado a 10s 19 dias y el otro a 10s 
2 1. La tabla 3 permite observar comparativamente a 10s EA y el Vm de 10s tres grupos. 
Estas variables fueron similares en 10s dos grupos de animales entrenados a 10s 30 &as 
de edad, sin importar la edad de destete. Por otra parte, ambos grupos difirieron en 
relaci6n a 10s animales de 20 &as en cuanto a 10s EA per0 no respecto a1 Vm. 
3.1.1.1.2. Animales entrenados a 10s 30 dias 
Como se vera mas adelante, el estudio neuroquimico realizado sobre 10s lstintos 
grupos nombrados anteriormente, orient6 el inter& experimental preferentemente hacia 
10s animales entrenados a partir de 10s 30 dias de edad. Por ello, sobre este grupo en 
particular se realizaron nuevas comparaciones. 
3.1.1.1.2.1. Comparaci6n de machos y hembras 
Animales machos y hembras de la cepa Sprague-Dawley de 30 dias de edad fueron 
entrenados en el TEC (SO-S7). A partir de 10s datos vertidos en la figura 8 se puede 
observar por un lado que el comportamiento es similar para ambos sexos. Por el otro, 
puede analizarse la respuesta de 10s animales a lo largo de las distintas sesiones. Si bien 
la Vp fue de 6.1 2.4 vueltas por minuto para 10s machos y 6.2 h 2.2 para las hembras, 
la velocidad de gro en la primera sesi6n y la ultima difieren notablemente. Para 10s 
machos, la velocidad inicial fue de 2.5 f 1.1 vueltas por minuto y la Vm 9.4 f 1.6, 
mientras que para las hembras la mismas variables fueron 3.1 f 1.3 y 9.0 f 1.2 vueltas 
por minuto, respectivamente. 
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Figura 8. Respuesta motora en el TEC Animales de 30 dias de edadfieron 
entrenados en el TEC durante 7 dias consecutivos (SI a S7). El grafico muestra la 
velocidad promedo alcanzada por 10s mismos en cada sesidn. La actividad & machos y 
hembras fie evaluuh en fonna independiente (n de c u h  grupo: 16). 
Evidentemente, a me&& que pasan las sesiones la velocidad de gro aumenta. La 
observacibn directa durante el TEC permite comprender que, en las primeras sesiones, 
se consume una mayor cantidad de tiempo en otras actividades que no son las 
recompensadas, mientras que a me&& que pasan las sesiones sucede lo contrario: 10s 
anirnales priorizan el comportarniento recompensado y de esta manera en el mismo 
period0 de tiempo la cantida de giros aumenta. Debe quedar en claro a partir de este 
analisis que la velocidad de giro en el TEC (nlimero de vueltas por minuto) no 
necesariamente indica la velocidad real, es decir c h t o  tarda el animal en dar una 
vuelta. En realidad indica, como se puede deducir de su concepto, la cantidad de vueltas 
que realiza. Por ejemplo, si en 5 minutos el animal cone 5 vueltas a velocidad constante 
y luego se queda 5 minutos inrnovil, la velocidad real es bimodal a1 principio fue 1 
vuelta por minuto y a1 final h e  nula. Sin embargo el chlculo utilizado indicaria que el 
animal recorrib 5 vueltas en 10 minutos, o sea que su Vm seria 0.5. Sin embargo, 
aunque esta situation puede ser real a1 principio, la distorsibn es mucho menor a 
medida que pasan las sesiones. Nuevamente, la observacibn directa permite observar 
que el chlculo del Vm utilizando 10s datos recogdos automhticamente por el sistema de 
conteo del TEC es un marcador confiable de la respuesta motora real del animal. 
3.1.1.1.2.2. Respuesta de machos de distintas cepas 
Para las distintas experiencias sobre animales de 30 dias llevadas a cab0 a lo largo del 
presente trabajo se utilizaron, indistintamente, dos cepas distintas: Sprague-Dawley y 
Wistar. La respuesta comportarnental fue similar en ambos casos. Los valores obtenidos 
para la cepa Sprague-Dawley heron Vm: 9.1 f 2.9, EA: 32 * 9 y para la cepa Wistar 
Vm:10.4 f 2.1, EA: 33 f 8. Tanto el componente de aprendizaje, como el 
correspondiente a la actividad motora no mostraron diferencias significativas entre 
ambos gnrpos, aunque si existi6 una tendencia a favor de una mejor respuesta motora 
en la cepa Wistar. Esto puede no estar relacionado necesariamente con las 
caracteristicas de la cepa sino con las condiciones de crianza y mantenimiento en 10s 
distintos bioterios. 
3.1.1.1.2.3. Comportamiento circanual 
La tabla 4 muestra 10s valores de Vm y EA obtenidos con machos Sprague-Dawley en 
distintos meses del d o .  El rendimiento en 10s meses de Diciembre y Febrero fue menor 
en ambos parhetros conductales (Vm y EA). TambiCn en esos meses se observo una 
mayor p6rdida de peso, mayor descarte e inclusive 2 casos de mortalidad sobre 28 
animales entrenados. En ningun otro momento del afio se observo mortalidad. Si bien, 
el sector de entrenamiento cuenta con un ambiente climatizado 10s meses de Qciembre 
a febrero muestran un aumento de temperatura que puede ser de 4 a 6 "C. El estado 
hidrico de 10s animales es critic0 con este disefio experimental y la respuesta fisiologica 
del animal puede ser influida por las condiciones de temperatura ambiental. El aumento 
importante de la temperatura detectada en 10s meses de verano, de hecho, modlfican 
algunas variables como las descriptas anteriormente. Por ello, a partir de estos 
resultados, 10s entrenamientos realizados con el objeto de evaluar cambios 
neuroquimicos solo fueron realizados entre 10s meses de marzo y noviembre. 
Resultados 8 
TABLA 4 
COMPORTAMIENTO CIRCANUAL EN EL TEST DE ENTRENAMIENTO 
CIRCULAR 
ANIMALES ENTRENADOS A LOS 30 DIAS DE EDAD 
Mes 
Entren Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic 
Fueron tabulados 10s valores promedo & Vm ( v e l o c i ~  mcbcima) y EA (errores 
acumulados), no se indica el &svfo e s h a b  p r o  en ning2in cmo fie mayor & Q5%; N 
anim, representa el mimero & animales entremdos a partir & 10s cuales se obtuvo 10s 
valores indicados m h  mamba. N &s, representa el mimero dlferente ak aiios en 10s cuales 
se rea l imn entrenamientos con estas caracteristicm. En todos 10s cmos 10s dafos 
representan valores & animales machos & Ja cepa Sprague-Dawley y Wistar. 
3.1.1.1.2.4. Evolucidn del peso de 10s animales 
Los animales son deprivados de agua durante 10s 8 dias que dura el test y la linica 
ingesta de agua que obtienen es durante la sesibn de entrenamiento. Para evaluar el 
efecto de la deprivacion hidrica en el desarrollo fisico de 10s animales se estudio la 
evoluci6n del peso de 10s animales a partir de 10s 14 &as de edad hasta 10s 80 dias de 
edad. La figura 9 muestra la evolucibn del peso de animales machos deprivados a parbr 
del dia 29 y entrenados del dia 30 a1 37. La respuesta obtenida fue similar para otros 
grupos experimentales salvando la distancia de que la caida del peso se produce en 
dlstintos periodos, en el periodo de entrenamiento particular de cada grupo. Los 
animales entrenados y controles deprivados fueron comparados con anirnales que no 
fueron ni entrenados ni deprivados. El peso corporal decrecio aproximadamente un 
12% durante el periodo de entrenarniento respecto a1 peso inicial del animal sin 
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Figrcra 9. Evolucidn del peso de 10s animales. El peso de 10s animales fue 
controlado desde el destete hasta 10s 90 dias de edad, except0 en aquellos que fueron 
sacn~cados antes de esa fecha. Fuera del period0 de entrenamiento, todos 10s animales 
cfispusieron de agua y comida ad libitum. Durante la duracion de 10s tests, todos fueron 
sometihs a estrks hk#-ico, restringiendoles la ingesta de agua pero no de comida. El 
grcifico muestra 10s resultaabs de un experiment0 de entrenamiento de animales de 30 dias. 
La ewlucion del peso de 10s animales entrenados y controles, ambos deprivados de agua, 
se compara con la curva de un grupo de animales controles sin deprivacion (n de cada 
grupo: 12). 
A1 final del period0 de entrenamiento, el peso corporal de 10s animales deprivados era 
aproximadamente un 30% inferior a1 de 10s controles no deprivados. Sin embargo en 
menos de 12 dias de finalizado el TEC, 10s animales entrenados y controles deprivados 
recuperaron el peso esperado para su edad y no se observaron diferencias respecto del 
desarrollo fisico entre animales entrenados y no entrenados a partir dicho momento. 
Resultados similares fueron obtenidos con animales hembras entrenados a partir del dia 
30 de edad. Por otra parte, la pkrdida de peso fue menor y la recuperacion mas rftpida 
cuanto m6s grande era el animal a1 inicio del entrenamiento (tabla 5), aunque dichas 
diferencias no fueron significativas. Del mismo modo, la cantidad de animales 
excluidos debido a la caida del peso h e  inversamente proportional a la edad de 10s 
grupos experimentales. 
TABLA 5 
EVOLUCION DEL PESO DE LOS ANIMALES DURANTE Y DESPUES 
DE REALEEAR EL TEST DE ENTRENAMIENTO CIRCULAR 








Los grupos 20, 30, 40, 60 y 90 indium la edad & 10s animales a1 inicio &I entrenamiento. 
% & variacion respecto a1 inicio, indica el % & wida &I peso & 10s animales &sde el 
primer dia de entrenamiento (SO) a1 tiltimo (S7); CT: animales controles, &privados & 
agua pero no entrenados; El?T: animales &priva&s & agua y entrenados. Dias & 
recuperacibn postentrenamiento, indica el nimero & di& con agua y comida ad libitum 
que necesitaron 10s animales, tanto 10s controles como 10s entrenados, F a  alcanzar 10s 
esfibarkrres lie peso de animales de su misma edad p e  mncafueron deprivados. 
3.1.2. Comportamiento en el Test del Disco Giratorio 
Los experimentos con machos de 30 &as de edad en el TDG muestran que su 
colocacion en la platafonna en movimiento induce a 10s animales a correr en el sentido 
contrario de giro. Este comportmiento espontheo no fue observado en el 21% de 10s 
casos (1 de cada 5 animales), 10s que heron descartados del entrenamiento. La 
actividad motora desarroIlada en el TDG presenta caracteristicas particulares que 
permiten una evaluation propia y una comparacibn con la respuesta motora observada 
en el TEC. La figura 10 muestra 10s Vps obtenidas para cada sesi6n obtenidos con 
animales entrenados a 10s 30 dias de edad. Una caracteristica del entrenamiento en el 
TDG es que 10s animales corren a una velocidad regular todo el tiempo y mantienen, 
asi, practicamente la misma velocidad de giro a lo largo de todas las sesiones. De 
acuerdo a 10s valores de entrenamiento, 10s animales heron divididos en dos grupos: 10s 
que corrieron con una Vp mayor de 10 vueltas por rninuto (grupo A) y lo que lo 
hicieron por debajo (grupo B). En promedio, el primer grupo mostro una velocidad de 
giro de 14.4 i 2.3 vueltas por minuto y el grupo B de 6.9 k 1.8 vueltas por minuto. 
Observando la curva del TDG A, puede notarse que, en promedio, 10s animales 
presentan un moderado aumento de la velocidad en las primeras sesiones, que inhcaba 
un ritmo parejo. Esto no invalida la afirmacibn anterior. Una posible causa para esta 
observacibn es que en la ultimas 4 sesiones cada animal debe girar 150 veces en vez de 
100 como hacia en las sesiones anteriores. Este aumento de la actividad puede producir, 
presumiblemente por fatiga, una reduccibn en la velocidad en la ultima parte del 
entrenamiento. M6s a116 de esta observacibn, en general, 10s animales en el TDG 
muestran una actividad motora constante a lo largo de toda la sesibn y la magnitud de la 
respuesta motora es similar tambikn durante 10s 7 dias de entrenarniento. 
Firguru 10. Actividad motora de 10s anhales en el TEC y d TDG. A n i d e s  
machos de 30 dhs de edadfieron entremdbs en el E C  y el 12X; &ante 7 dias 
comecutivos. El grdico muestra la veJoci&dpromecrio a l d  por 10s mismos en cada 
sesidn. Los animales entrendw en el TDGjkron subdivicridos en 2 grupos, A y B, segzin 
hrryan superado o no una velocidadpromedo de 10 weltaspor mimtoB respectivamente. 
La comparacion entre el TEC y el TDG permite comprobar que la curva TDG B es 
similar a la curva obtenida en el TEC, rnientras que las dos difieren de la curva TDG A. 
Del mismo modo, la velocidad de giro en la ultima sesibn del TEC (8.8 1.6) es similar 
a la calculada para el TDG B (pO.1) y difiere de la del TDG A (p<0.001). La 
comparacibn de las curva tarnbiCn permite observar que, a diferencia de lo que sucede 
en el TDG A y TDG B, donde la respuesta motora es constante, en el TEC la velocidad 
de giro aumenta sesi6n a sesi6n y esto esth relacionado con el factor de aprendizaje y 
motivational presente en este iiltimo y ausente en el primero. En el TDG B las ultimas 
sesiones muestran un aumento moderado de la velocidad. Considerando que la 
respuesta inicial en este grupo h e  baja, esto puede deberse a una mejor adaptacion a la 
actividad. 
TABLA 6 
PESO DE LAS ESTRUCTURAS NERVIOSAS DISECADAS 
EN ANIMALES ENTRENADOS A LOS 30 DIAS DE EDAD 
CONTROLES FBTRENADOS 
mg humedo de tejido 
Cuerpo estriado 41.2 * 4.4 42.6 * 3.8 
(izquierdo) 
Cuerpo estriado 39.8 * 4.2 
(derecho) 
Corteza fiontal 73.5 * 11.5 
Corteza motora 29.8 * 3.7 
Corteza occipital 83.7 16.5 91.3 * 13.4 
Amigdala 17.8 i 6.6 21.5 * 7.3 
Hipocampo 29.5 i 5.3 27.1 * 6.7 
Cerebelo 68.5 * 9.5 71.4 * 5.5 
Los valores obtenidospara cada estructura representan elpromedio * desvio estanab de 7 
mediciones, except0 para cortem motora n = 24 y cuerpo estriado n = 42. Todos 10s 
animales son machos a2 la cepa Sprague--ley o Wistar sacn~cados a los 90 d b  de 
e& 
3.2. CONDICIONES DEL TEJIDO PARA ESTUDIOS NEUROQUIMICOS 
3.2.1. Diseccidn y fraccionamiento subcelular 
3.2.1.1. Determinacidn del peso y concentracidn de proteinas 
Luego del entrenarniento segim el esquema indicado para cada experimento, 10s 
animales fueron sacrificados, 10s cerebros removidos y disecadas las distintas Areas de 
interks. Para cada estructura h e  determinado el peso y la concentracion de proteinas. La 
tabla 6 muestra 10s pesos de las distintas estructuras de animales entrenados a 10s 30 
dias de edad y de sus controles respectivos. 
TABLA i 
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN 
LAS ESTRUCTURAS NERMOSAS DISECADAS 
CONTROLES ENTRENADOS 
pg proteinas/mg tejido 
Cuerpo estriado 60.5 * 12.3 58.2 * 11.3 
(izquierdo) 
Cuerpo estriado 61.3 * 10.5 59.6 * 9.5 
(derecho) 
Corteza fiontal 80.6 * 13.3 76.5 * 10.1 
Corteza motora 61.8 * 11.9 65.0 % 13.8 
Corteza occipital 66.4 * 12.2 63.1 % 14.0 
Amigdala 62.3 * 9.8 59.4 * 7.9 
Hipocampo 57.1 8.8 59.6 * 10.3 
Cerebelo 64.5 * 11.1 60.4 * 9.7 
Los valores obtenihs para cada estructura cmepomkn a la cuantr@mcion de pg de 
proteinas por mg de tejido en la fiaccidn subcelular correpdente a mitoconhias. CCada 
valor represents el promedo m&s el desvio estcmdm de 7 mediciones, except0 para corteza 
motora n = 24 y cuerpo estriado n = 42. T& Ios ahtosfieron obtenidos & animales 
machos de la cepa Sprague-hley o Wistar wcrijkaabs a 10s 90 dias de e& 
La tabla 7 muestra la concentracion de proteinas de 10s Qstintos grupos en la fiacciones 
de sinaptosomas, sobre la cual se realizaron la mayoria de las meQciones 
neuroquimicas. El d l i s i s  comparativo no muestra diferencias en el peso ni en la 
concentracion de proteinas entre 10s animales controles y entrenados para ninguno de 
las estructuras nerviosas evaluadas. Un anhlisis similar entre distintos grupos 
experimentales (e.g. machos vs hembras, Sprague-Dawley vs Wistar, entrenados a 10s 
20 vs entrenados a 10s 30), no mostr6 diferencias en ninguna de estas variables. 
3.2.1.2. Medicitin de AchE y uni6n de 3 ~ - Q N B  en fracciones subcelulares 
Como se indica en la seccibn de materiales y metodos, se realizaron, principalmente, 
dos esquemas de fraccionamiento para obtener membranas de 10s sinaptosomas. En un 
caso se trabajo con la membrana sinaptosomal de la fracci6n sinaptosomas y en una 
segunda estrategia se obtuvo membrana sinhptica purificada a partir de un gradlente de 
sacarosa. En ambos casos, se determinaron 10s niveles de AchE y de uni6n de 3~ -QNB 
comparando las fiacciones provenientes de animales entrenados con sus respectivos 
controles. La AchE es una proteina de membrana sinhptica que interviene en la 
transmision colinergca y sirve como marcador de fraccion sinhptica, aunque tambien 
puede presentar otras ubicaciones subcelulares (e.g. microsomas). La tabla 8 muestra 
10s niveles detectados de AchE en distintas fkacciones subcelulares en cuerpo estriado 
de animales entrenados a 10s 30 &as de edad y controles. La fracci6n denominada 
sinaptosomas corresponde a la fraccibn mitocondrial. El estudio comparativo no 
permite observar diferencias en el patron de distribucion de la enzima, como tampoco 
permite observar que el entrenamiento por si mismo modifique la distribucion de la 
union del 3~ -QNB a las Qstintas fracciones. Esta distribucion result6 similar para otros 
tejidos y otros grupos experimentales. Por otra parte permite corroborar el grado de 
enriquecimiento en terminales colinergicos de cada fraction. Se observa que tanto la 
fiacci6n sinaptosomas como la de membrana sinhptica 1M presentan una mayor 
concentracion especifica de membrana sinA@ca. 
TABLA 8 
DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE ACHE Y DE LA UNION DE SH-QNB AL 
mACHR EN FRACCIONES SUBCELULARES 
Proteinas AchE* QNB* 
~81mg tej 
CT ENT ENT ENT 
HtoIPT 135.5h31.5 128.6a28.5 1 .OO 1 .OO 
Nu 23.W2.6 25.4i3.5 1.16a0.46 1.09=k0.08 1.9W.36 1.74M.41 
Mit 58.4i11.2 60.5i10.1 0.94*0.09 l.llM.08 1.43i0.62 1.58i0.43 
Mic 39.8*6.0 34.3*8.8 1.74M.58 1.89M.49 1.98k0.45 1.87*0.41 
MSlM 2.3i0.4 2.13.8 4.4W1.03 4.15M.94 6.8W1.78 6.45k1.23 
La distribution de la actividad de acetilcolinesterasa y &I binding de QNB fire realirado 
sobre animales controIes no entrenados de 90 dias de edad y animales entrenados a 10s 30 
dias de edad y sacrifiaabs a la misma edad que 10s controles. *AchE y *QNB: representan 
la actividad especifica relativa de la enzima y la union especifia relativa del ligando 
evaluados como se describe en materiales y metodos. HtoPT: Homogenato/Pellet total; 
Nu: Fraccion nuclear; Mit: Fraccion mitocondh'al; Mic: Fraccion microsomal y MSIM: 
Fraccion de membrana sintiptica IM obtenidapor gradientes de sacarosa. 
3.3. EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LOS PARAMETROS 
NEUROQUIMICOS 
3.3.1. Estudios de 10s efectos a largo plazo sobre el mAchR 
El rnAchR representa el parhetro neuroquimico central de evaluation en este trabajo. 
La detenninacion del n h e r o  de receptores y de su afinidad h e  realizada bajo distintas 
condiciones experimentales. En todos 10s casos en esta seccion, 10s animales heron 
sacrificados luego de varias semanas (a1 menos dos) de finalizado el entrenamiento. De 
esta manera, 10s estudios neuroquimicos consecuentes priorizan la detection de 10s 
posibles cambios estables producidos luego del entrenamiento en lugar de 10s cambios 
transitorios involucrados con la respuesta inmediata a la actividad fisiolbgica. Salvo que 
se indique lo contrario, la determinacion del mAchR se realizo sobre la fiacci6n de 
sinaptornosas. 
TABLA 9 
EFECTO DEL TEST DE ENTRENAMIENTO CIRCULAR 
EN LOS NIVELES DE RECEPTOR COLINERGICO MUSCARINICO 





EA: e& N inicio Nl entrenamiento en el E. T d s  10s animales&eron sacrificados a 
10s 90 dias N e M ,  excepto 10s I2490 y sus controles que heron sacrijlcados a 10s 120 
dim a% e& ENP entrenados; CR controles. N N ccada medicidn: 6, excepto EA20 
(n=I4), EA30 (n=I8) y EA60 (n=12). Difrencia estadfstica respecto a1 control: 
*p<O.OOl, #p<0.005. 
33.1.1. Efecto del TEC sobre el mAchR del Cuerpo Estriado 
3.3.1.1.1. Efecto del TEC a distintas edades 
En estos experimentos, machos y hembras de la cepa Sprague-Dawley de 20,30,40,60 
y 90 &as de edad heron entrenados en el TEC (SO-S7) y sacrificados a 10s 90 &as de 
edad, excepto 10s del liltimo grupo experimental que, entrenados a partir de 10s 90 
heron sacrificados a 10s 120 &as. La tabla 9 muestra 10s valores de B m k  del mAchR 
obtenidos por ensayos de union del ligando especifico a saturacion, para machos y 
hembras entrenados a las distintas edades. Dado que 10s valores heron similares entre 
el cuerpo estriado derecho y el izquierdo, 10s datos tabulados representan el promedio 
del valor obtenido para cada estructura. El andisis de estos resultados demuestra que 
so10 10s animales entrenados a partir de 10s 30 dias de edad muestran una disminucibn 
en la densidad del mAchR, mientras que el resto de 10s grupos experimentales no 
presentan diferencias con su control respectivo. La variation encontrada representa una 
caida del 33 * 4 % en 10s anirnales machos (p<0.001) y de 24 * 7 % en las hembras 
(~0 .005) .  Las curvas de Scatchard para 10s animales de 30 dias no muestran 
diferencias de afinidad entre 10s distintos grupos experimentales (machos controles: 
0.72 * 0.08 nM, machos entrenados 0.66 * 0.12, hembras controles: 0.69 + 0.11, 
hembras entrenadas: 0.66 k 0.10; p>O. 1, n: 4). Estos experimentos perrniten comprobar 
que solo 10s animales que comienzan su entrenamiento a partir de 10s 30 dias de edad 
presentan una alteracion en la densidad del mAchR, el resto de 10s grupos no presentan 
diferencias en el Bmax comparadas con el control, mientras que la afinidad se mantiene 
inalterada en todos 10s grupos. 
TABLA 10 
EFECTO DEL TEST DE ENTRENAMIENTO CIRCULAR SOBRE EL RECEPTOR 
COLINERGICO MUSCARINICO. EVALUACION DE LATERALIDAD Y 
SENTIDO DE GIRO 
CONTROLES ENTRENADOS 
CED SGH Bmhx (finoledmg prot) 702 * 99 455 *49#  
Kd (nM) 0.67 * 0.12 0.71 * 0.16 
CEI SGH B m k  (finoledmg prot) 695 * 85 472 * 57 # 
Kd (nM) 0.69 * 0.09 0.66 * 0.11 
CED SGA Bmhx (holedmg prot) 675 * 75 432 i 68 # 
Kd (nM) 0.63 * 0.10 0.69* 0.11 
CEI SGA B m k  (finoledmg prot) 683 * 72 477 i 48 # 
Kd (nM) 0.73 * 0.14 0.72 0.09 
Animales machos de la cepa Sprague-Dawley entrenados a 10s 30 dius ak edad y 
sacrificaabs a 10s 90 d h .  n ak c& valor = 6. La detenninacion de Bmcix y Kd se realizo 
por el mktoab de union ak ligando y posterior separation por filtration. CCE: cuerpo 
estriaab derecho; CEI: cuerpo estriaab izquierdo; SGH: sentido de giro horario; SGA: 
sentido de giro antihorario. # Dgerencia estadistica respecto a su control, p<O.001, n: 7. 
3.3.1.1.2. La caida del mAchR es independiente del sentido de giro 
Un grupo de animales machos de la cepa Sprague-Dawley de 30 dias de edad h e  
entrenado en el TEC (SO-S7) en sentido horario y otro en sentido antihorario. Luego 
heron sacrificados a 10s 90 &as de edad junto con 10s controles correspondlentes. El 
cuerpo estriado derecho e izquierdo heron removidos y estudiados por separado en 
cada animal. La tabla 10 muestra 10s valores de Bmax y Kd promedio obtenidos en cada 
grupo. La caida observada en el B m h  es similar en ambos lados del cuerpo estriado y 
es independiente del sentido de giro ya que se produce tanto con el entrenamiento en 
sentido horario como en el realizado en sentido antihorario (p>0.1). La afinidad del 
receptor es la misma en todos 10s grupos experimentales (p>0.1). 
3.3.1.1.3. La reducci6n es similar en ambas cepas animales 
En otros experimentos heron entrenados machos de 30 dias en el TEC (SO-S7) tanto de 
la cepa Sprague-Dawley como Wistar. Sacrificados a 10s 90 dias de edad, se determino 
el Bmax para mAchR en cuerpo estriado. La cuantificacion del receptor en animales 
controles de ambas cepas mostro 10s mismos niveles de Bmax (Controles: Sprague- 
Dawley 712 87 fmoleslmg proteina, Wistar 689 k 98; Entrenados: Sprague-Dawley 
477 95 fmoleslmg proteinas; Wistar: 455 k 68, p>O. 1, n: 7), La caida, respecto a sus 
respectivos controles h e  de 33 k 4% para la cepa Sprague-Dawley y 34 k 3% para la 
cepa Wistar. 
3.3.1.1.4. Los cambios del mAchR son permanentes 
Luego del entrenamiento de machos de 30 &as en el TEC (SO-S7), 10s animales heron 
divididos en grupos y sacrificados a distintos tiempos postentrenamiento para 
determinar de esta manera la duration de 10s carnbios detectados precedentemente. El 
primer grupo h e  sacrificado a 10s 15 &as de terminado el entrenamiento y el idtimo un 
afio despuks de completada la idtima sesidn. La figura 11 muestra que la caida del 
Bmax del mAchR se mantiene en forma similar y constante luego de un afio de 
finalizado el entrenamiento. Dada la expectativa de vida de las ratas y considerando que 
el tiempo post-entrenamiento es proporcionalmente mucho mayor que el period0 que 
dura la actividad en el TEC, estos resultados comprueban que la caida del mAchR se 
mantiene en forma permanente en el cuerpo estriado luego del entrenamiento a 10s 30 
dias de edad. 
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Figura 11. Duracihn de 10s cambios en el mAchR luego del TEC. Animales 
machos y hembrm de 30 dias de edadfieron entrenados en el TEC hurante 7 sesiones 
comecutivas. Distintos grupos de animales fieron sacrific&s a d@rentes e&s 
postentrenamiento, entre 10s 90 y 360 dias de edad. n de caah punto: 12. La diferencia 
entre 10s grupos controles y entrenados fie sign~jkativa en t&s 10s casos @<O. 001). 
3.3.1.1.5. La caida del mAchR depende de la actividad realizada 
Animales machos y hembras de la cepa Sprague-Dawley heron entrenados en el TEC 
con distintos esquemas de trabajo. Desconthdose la SO que se realizo en todos 10s 
casos, un primer grupo h e  entrenado durante 3 sesiones (Sl-S3), lo que represento un 
total de aproximadamente 300 vueltas. Otro grupo entreno 5 sesiones (Sl-S5), con un 
total de aproximadamente 600 vueltas. El idtimo grupo fue entrenado por el total de 
sesiones (Sl-S7), que equivale a 900 vueltas. De este modo, cada grupo experimental 
realiz6 una actividad motora diferente (distinta cantidad de metros recomdos). Luego 
del entrenamiento 10s animales heron sacrificados a 10s 90 dias de edad. La figura 12 y 
13 permiten observar la variacidn del Bmax del mAchR en relacion a1 n h e r o  de 
vueltas totales realizadas en el TEC o, lo que es lo mismo, en funcion de la distancia 
recorrida (1 vuelta = 1 metro), para machos y hembras, respectivamente. Los niveles del 
mAchR heron determinados y comparados con un grupo control. La evaluacion de 10s 
datos conespondientes a 10s animales machos muestra una correlacion entre las dos 
variables (r: - 0.88, p<0.001, n: 16). La caida del rnAchR es de 19,28 y 35% luego de 3, 
5 y 7 dias de entrenamiento, respectivamente.. 
vueltas totah (metros recorridos) 
Figura 12. TEC en machos de 30 d i m  Relacidn mAchWmetros 
recorridos. Animales machos de 30 dias de e&fueron entrends  en el E C  &ante 
distinto mimero de sesiones (3 a 7). De esta manera realizaron una actividad motora 
dyerencial. La caida en la expresion del mAchR fie grajcada en funcion de 10s metros 
recorridos por cada animal chrrante el entrenamiento. Los dalos representan el d l i s i s  de 
16 animales. 
El mismo analisis realizado luego del entrenamiento de animales hembras tarnbien 
muestra una correlacion significativa (r: - 0.73, p<0.002, n: 16), donde el entrenamiento 
de 3, 5 y 7 dias representa una caida respectiva de 21, 23 y 24%. En ambos casos, la 
caida observada para el mAchR es proporcional a la distancia recorrida en el TEC, 
inhcando una relaci6n inversa entre 10s metros recorridos y 10s niveles de mAchR 
postentrenamiento 
Vueltas totales (metros reconidos) 
Figura 13. TEC en hembras de 30 dim: Relacidn mAchWmetros 
recorridos. Animales hembras de 30 d h  a% edadfieron entrenados en el TEC durante 
disfrnto h e r o  & sesiones (3 a 7). De esta manera realizaron una actividad motora 
dyerencial. La c a b  en la expresibn del mAchR fie graficcada en fincion de 10s metros 
recorridos por c& animal durante el entrenamiento. Los cdatos representan el d l i s i s  & 
16 animales. 
3.3.1.1.6. Baja correlaci6n con la velocidad de giro 
Velocidad mswima (weltas por minuto) 
Figura 14. TEC en machos de 30 dim: Relacidn mAchR4ntensidad de 
giro. Animales machos de 30 dim de edad fieron entrenados en el TEC durante 7 
sesiones. Los valores mhimos de giro para ca& animal fieron graficados contra su 
respective nivel de eqresidn de d c h R  n: 15. 
La evaluaci6n de animales que realizaron 7 sesiones en el TEC permite otras 
comparaciones. Aim cuando todos 10s animales recorren aproximadamente 900 vueltas 
luego de 7 dias de entrenarniento, cada uno presenta una velocidad de gro promedio 
pwhcular dentro del entrenamiento. Para cada animal puede obtenerse un valor 
individual de Vm que representa la intensidad de giro, de respuesta motora, alcanzada 
por dicho inQviduo durante la prueba. Aunque la distancia recorrida en el TEC es 
exactarnente la misma, el tiempo para lograr dicho objetivo y la actividad motora 
realizada no lo es. La comparacibn para cada animal del Vm con 10s valores 
correspondientes de mAchR permite evaluar si existe una correlacion entre la 
intensidad de giro y la caida del receptor. La figura 14 y 15 muestran que estas dos 
variables muestran una baja correlacion machos y hembras, respectivamente (machos r: 
- 0.50, pM.05, n: 15; hembras r: - 0.41, pM.1, n: 14). 
Velocidad mMma (vueltas por minuto) 
Figura 15. TEC en hembras de 30 dim: Relacidn m4chRAntensidad de 
giro. Animales hembras de 30 dius de edad heron entrenados en el TEC durante 7 
sesiones. Los valores mdximos de giro para cada animal Beron graficados contra su 
respective nivel de expresidn & rnAchR n: IS.  
3.3.1.1.7. La alteraci6n es independiente del aprendizaje asociativo 
El mismo grupo experimental evaluado anterionnente fie utilizado para analizar la 
relacion entre la caida del mAchR y el aprendizaje asociativo. Para ello se grafico 10s 
valores de caida del mAchR para cada animal con respecto a1 nlimero de errores 
acumulados en las primeras 3 sesiones (S1 a S3), desconthdo la sesion SO (figura 16). 
El cdculo fie realizado en forma independiente para 10s machos y hembras. En ambos 
casos, se observa que la caida del mAchR no esta asociado nhnero de errores 
acumulados (machos r: - 0.171, hembras r: 0.04 para hembras, n: 14, p>O. 1). 
Errores acumulados 
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Figura 16. TEC en animules de 30 dim: Relacihn mAchWerrores 
acumulados. Animales machos y hembras de 30 dias de edad heron entrenados en el 
llEC y evaluados en fonna independiente. Luego completar las sesiones SI  a S3, se 
registraron 10s errores acumul&s durante dicho entrenamiento. Estos datos heron 
graficados contra 10s valores de mAchR de cada animal. Los resultados no m u e s m  una 
correlation estadiiticamente significativa @>0.1, n: 14). 
3.3.1.1.8. Los cambios son sirnilares en distintas subfracciones 
La determinacion del Bmax del mAchR en animales machos entrenados a 10s 30 &as de 
edad y sacrificados a 10s 90 dias fbe realizada sobre distintas subfiacciones del tejido. 
La tabla 11 muestra 10s valores de Bmax obtenidos. La detenninaci6n del mAchR en las 
distintas fiacciones (nuclear, mitocontrial, microsomal, citosol) muestra que la mayor 
poblacibn del receptor se encuentra efectivarnente en la fiaccion mitocondrial 
(sinaptosomas) y que la cantidad de dicha molkula en el citosol es despreciable. En la 
fiacci6n nuclear la caida tambidn existe, pero debido a la gran cantidad de proteina 
espinea, se observa una mayor dispersion de 10s valores y mayor fondo en el contaje 
radioactivo, por lo que dicha fiacci6n luego de ser adecuadamente lavada es descartada. 
TABLA 11 






CT ENT % 
( d m g  prot) ( m d m g  prot) 
Cada valor representa el promedio + demw eskhhr a21 Bmcfx del mAchR detenninado en 
8 animales machos distintos de la cepa Wistar. CF controles no entrenados, ENT: 
animales entrenados, %: porcentaje a2 cacatda & 10s niveles de mAchR a21 gnrpo entrenado 
en relacion al control respective. Nu: Fraccidn nuclear; Mit: Fraccion mitocodial; Mic: 
Fraccion microsomal y MSIM: Fraccidn a2 membrana siniiptica IM obtenida por 
gradentes de sacarosa. Difrencias estadfsiica significatim fl p< 0. I, (* *) p<O. 005, (#) 
p<O.OOI; n: 7. 
En microsomas, si bien existe una proportion importante, la respuesta a1 entrenamiento 
es similar lo que in&ca que no se trata de una subpoblaci6n de sinaptosomas con 
respuesta diferencial a1 entrenarniento sino que solo se diferencian por su menor 
tamafio. De este mod0 la fiaccion mitocondrial es representativa de 10s cambios 
observados. 
En ninguno de 10s casos se puede observar que la caida de 10s niveles de mAchR 
observados en la fiaccibn mitocondtlal, se corresponds con un aumento de dicha 
marcador en otra fiaccion. Evaluando todas las hcciones en conjunto, a1 igual que 
independientemente, queda claro que la disminuci6n se debe a una reduccion del 
nlimero. 
Por otra parte, la evaluacion en la fiaccion de membrana sidptica 1M en otro esquema 
de hccionamiento muestra un mayor porcentaje de caida en el mAchR (44.8 * 5% vs 
35.3 * 3%). Esta diferencia puede adjudicarse a la mayor concentracion de membrana 
siniipca en esta fiaccion que en la fiaccibn mitocondrial. La actividad especifica de la 
AchE y del mAchR en las fiacciones controles asi lo demuestra. De esta manera, a1 
tener una mayor proporci6n de receptores, la caida se hace miis evidente. 
33.1.2. Efectos del TDG sobre el mAchR 
La evaluation del mAchR luego del TDG aporta nueva information a la swninistrada 
por el TEC. En primer lugar el TDG carece de un componente de aprendizaje 
asociativo, de manera que por comparacibn de ambos entrenamientos se puede evaluar 
evaluar si el aprendizaje asociativo es determinante o no de 10s cambios neuroquimicos 
observados en el TEC. Por otra parte, la actividad motora rotatoria guarda alta similitud 
con la observada en el TEC aunque ciertos conceptos deben ser tenidos en cuenta. La 
actividad motora puede alcanzar mayores valores de velocidad en el TDG a juzgar por 
el registro de la respuesta de 10s animales en este test. Por otra parte, de la observacion 
directa del entrenamiento, queda claro que la actividad motora no es exactarnente igual. 
En el TDG 10s animales corren a una velocidad constante a lo largo de toda la sesion. 
Por el contrario, en el TEC 10s animales corren riipidamente hasta donde cae la gota y 
pasan gran parte del tiempo correspondiente a cada vuelta tomando la recompensa, para 
luego volver a correr aceleradarnente hasta posicionarse nuevamente en el mismo lugar. 
Con el objeto de comparar ambos entrenamiento, en esta seccion se realizaron 
experimentos con el TDG intentando mantener la mayor similitud posible con 10s 
esquemas implementados con el TEC. 
3.3.1.2.1. Reduccidn de 10s niveles de mAchR luego del TDG 
Machos de la cepa Wistar heron entrenados en el TDG durante 7 &as, girando en cada 
sesion el mismo n h e r o  de vueltas que las realizadas por otro grupo de animales en el 
TEC, 10s empleados en el item 3.3.1.1.3. El mismo grupo h e  utilizado para comparar 
las variaciones, ademks de la evaluacibn comparativa con un grupo control no 
entrenado (tabla 12). Los animales heron sacrificados a 10s 90 dias de edad y el Bmax 
del mAchR h e  determinado en cuerpo estriado derecho e izquierdo en 10s animales 
entrenados en el TDG. Los resultados de esta determination demuestran que la 
actividad motora circular en el TDG produce una caida significativa del n h e r o  de 
receptores con respecto a 10s animales no entrenados (43 * 4%, p<0.001), que este 
cambio es similar en ambos lados del cuerpo estriado y comparable, aunque un poco 
mayor que la caida producida luego del entrenamiento en el TEC. Por otra parte, como 
sucede en el TEC, la afinidad del receptor no se modifica con el entrenarniento en el 
TDG. 
TABLA 12 
EFECTO DE TEST DEL DISCO GIRATORIO SOBRE EL mACHR EN 
ANIMALES DE 30 DIAS 
CT ENT ENT 
TEC TDG 
Kd (nM) 0.67*0.09 
B& 
(fholedmg prot) 
Los valores & Bmdr y Kd &l mAchR f k  detennincdo utiliumcio 3H-QNB en animales 
controles (C7J y entrendm de acuerab a1 test & entrenamiento circular (TEC) o el test 
&I disco giratorio (TDG'). Ekt toabs Ios carros se utilizaron machos de la cepa Wistar que 
f k r m  e n t r e d s  durante 7 sesiones a pra*trr & 10s 30 d b  & ie # Dijerencia 
estadhtica reqxcto a1 conhol, p<O.OOl, n: 1 I.  
3.3.1.2.2. Los cambios tambihn son a largo plazo 
En forma similar a 10s experimentos realizados con el TEC, diferentes grupos de 
animales heron entrenados en el TDG y mantenidos antes del sacrificio por distintos 
periodos de tiempo. La determinacibn del Bmax (figura 17) muestra que la caida del 
receptor luego del TDG se mantiene en forma permanente a1 igual que lo observado en 
el TEC. En este caso el seguimiento se hizo hasta 10s 6 meses de edad postnatal. 
Considerando la distancia temporal entre el final del entrenamiento y la idtima 
medicidn, puede considerarse que 10s cambios observados son similares a1 TEC en 
cuanto a su duraci6n. 
B91 Macho 
entrenado 
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F'igura 1% Duracidn de 10s cambios del mAchR en cuerpo estriado luego 
del TDG. Animales machos fieron entrenados a 10s 30 d h  de edad en el TDG y 
sacri~cados a distintos t i e m p  postentrenamientos, entre 10s 90 y 180 dias de e& n de 
c& grup: 9. (*) p<o. 001. 
3.3.1.2.3. La caida esd  relacionada con la distancia recorrida 
La figura 18 muestra la relaci6n entre la caida del receptor y el niimero de sesiones en 
el TDG. El entrenamiento produce una caida de 23,33 y 44% luego de 300,600 y 900 
vueltas, respectivamente. Comparando con 10s datos obtenidos para el TEC (ver 
tambien la figura 12), el efecto de la actividad motora en el TDG sobre la densidad del 
mAchR es similar a lo observado anteriormente. Aunque para cada grupo experimental 
la caida resulta mayor en el TDG que en el TDG, dicha variation no es significativa. De 
todos modos, la correlacion entre las variables en estudio parece ser relativamente mh 
fberte en el TDG que en el TEC. 
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Figura 18. TDG en machos de 30 dim relacidn mAchWmetros 
recomedos. Animales machos de 30 d h  de edad &eron entrenados en el TDG por 
distinto mimero de sesiones de manera de obtener una respuesta motora diferencial para 
c d z  uno. Posteriormente, B e  determinado el nivel de mAchR en cuerpo estriado y este 
valor graficado en funcibn de la distancia recorrida; n: 16, r: - 0.89, p<O. 001. 
3.3.1.2.4. TambiCn esth asociada con la velocidad de giro 
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Figura 19. TDG en machos de 30 dim de edad: relacidn 
mAchR/intensidad de giro. 
La figura 19 muestra la relacion entre la velocidad de giro, promeho de las 7 sesiones, 
y el grado de caida del mAchR en animales machos entrenados a 10s 30 &as de edad en 
el TDG. Claramente, puede observarse que la caida es mayor en aquellos animales que 
corrieron a mayor velocidad. El coeficiente de correlaci6n (r: - 0.87, p<0.001)) indica 
que la asociacion entre 10s niveles de rnAchR y la velocidad de giro es mucho m h  
notoria que la observada en el TEC. 
3.3.1.3. Efectos de la actividad funcional sobre el mAchR en distintas gireas 
cerebrales luego del TEC y el TDG 
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Figura 20. Efecto del entrenamiento sobre el rnAchR en distintas tireas 
del SNC. Animales machos de 30 dias de eltadfueron entrenados a durante 7 sesiones en 
el E C  o el TDG y 10s niveles de mAchR a 10s 90 dias de eltad comparaabs contra 
controles no entrenados (CT). CE: Ctlerpo estriaab, CM: corteza motora, CF: corteza 
frontal, CO: corteza occipital, CB: cerebelo, AM: amigchla, HC: h i p a m p .  El anhlisis 
de ANOVA demostrd diferencias signi~c- y el estudio cta posteriori)) de Dunnet indico 
que el entrenamiento producia una reduccidn significativa de 10s niveles & rnAchR (*), en 
cuerpo estriaab @<O. 001) y corteza motora @<0.05). 
Los resultados descriptos hasta el momento centraron el aniilisis del rnAchR en el 
cuerpo estriado como primera estructura blanco del estudio. La respuesta del sistema 
colinergico muscarinico estriatal puede representar un carnbio especifico del cuerpo 
estriado o involucrar otras estructuras nerviosas. Dada la complejidad de las pruebas 
conductales utilizadas, la observacibn de cambios neuroquimicos similares en otras 
iueas es posible. Por lo tanto, un nuevo objetivo h e  evaluar la respuesta del sistema 
colinergico en otras iueas cerebrales luego del entrenamiento en el TEC y el TDG. La 
figura 20 muestra 10s niveles del mAchR detectados por ensayo de union por ligando 
especifico en distintas estructuras del SNC luego de realizado 10s test en dos grupos de 
animales independientes. 
Luego del entrenamiento de ratas machos a partir de 10s 30 dias de edad en el TEC (SO- 
S7), 10s animales heron sacrificados a 10s 90 &as y distintas iireas cerebrales disecadas. 
El cuerpo estriado y la corteza motora muestran 10s niveles mb altos de rnAchR entre 
10s grupos controles, aunque en todos se observan valores importantes de receptor. 
Como se describiera anteriormente, el entrenamiento en el TEC produce una caida 
significativa del mencionado receptor en el cuerpo estriado. El hipocampo, cerebelo, 
amigdala, corteza frontal y occipital, no muestran cambios a largo plazo en 10s niveles 
de mAchR (p>O. 1, n: 6). Por el contrario, la corteza motora muestra una caida del20 + 
3% en 10s animales entrenados (n: 8, pC0.05). 
El mismo analisis fie realizado luego de la actividad en el TDG bajo idkntico esquema 
de entrenamiento, tiempo de sacrificio y caracteristicas de 10s animales. Tambien para 
este grupo, se observa una caida en el cuerpo estriado, ya descripta, y una reduccion 
significativa del Bmk  del mAchR en la corteza motora (24 k 5% , n: 7, p<O.O5). Del 
mismo modo, la determinaci6n de 10s niveles del mAchR en el resto de las estructuras 
estudiadas no muestran variaciones con respecto a 10s valores normales (p>O. 1, n: 7). 
En corteza motora 10s niveles cuantificados para el mAchR heron: control: 554 * 47, 
TEC: 441 45 y TDG: 433 * 49 finoles/mg prot. 
3.3.2. Efectos a largo plazo sobre otros marcadores moleculares 
3.3.2.1. Determinacidn de otros neuroreceptores 
Como se describiera en la introduccibn, el sistema colinergico muscarinico esta 
altamente integrado con otros sistemas de neurotransmision en el cuerpo estriado. En 
esta seccion se analizo si 10s carnbios observados en el rnAchR como resultado del TEC 
involucra a otros neuroreceptores por igual. 
TABLA 13 
EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO A DISTINTAS EDADES SOBRE LOS 
NIVELES DEL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2 EN CUERPO ESTRJADO 
Edad a1 Uni6n de 3~-~piperona 
entrenamiento (holedmg proteina) 
Controles Entrenados 
20 363 h 49 312 k 43 
30 337 * 53 202 * 26# 
60 338 h 45 295 h 31 
- 
LQS animales heron sacrijlcados a 10s 100 dias de edad La unidn de 3~-~piperona 
permite la determinacidn de 10s niveles del receptor dopaminirgico 02 .  Los valoresjiteron 
expresados como el promedio + el desvio esthrrciar. # Duereencia signzj!cativa respecto a1 
grupo control, p<O.OOI, n: 8. 
33.2.1.1. Receptor dopaminCrgico D2: correlaci6n con el mAchR 
La tabla 13 muestra la determinacion del Bmax del receptor dopaminergico subtipo D2 
mediante el ensayo de union del ligando especifico 3~-~piperona en animales machos 
entrenados a 10s 20, 30 y 60 en el TEC (SO-S7) y sacrificados a 10s 90 dias de edad. 
Como puede apreciarse, el entrenamiento a partir de 10s 30 dias de edad produce una 
caida significativa del Bmax (41 5%, p<0.001, n: 8). Esta reduccion en la densidad 
del receptor D2 solo se observa en mismo period0 de sensibilidad para 10s cambios del 
receptor colinergico muscarinico. El entrenamiento a 10s 20 o 60 dias de edad no afecta 
10s niveles de bindmg. 
En un experiment0 realizado con animales machos entrenados a partir de 10s 30 dias de 
edad en el TEC (SO-S7), se correlacionaron 10s niveles del mAchR y el receptor 
dopaminergico D2. La figura 2 1 muestra la curva obtenida a partir de graficar para cada 
animal 10s valores de ambos receptores. De 10s datos se puede calcular una correlacion 
significativa entre ambas variables (r: 0.63, p<0.01, n: 8), lo que indica que la caida del 
receptor dopaminergico D2 esta vinculada a la reduction en el mAchR. 
% de calda del mAchR 
Figura 21. Correlacidn entre el mAchR y el receptor dopaminPrgico 02. 
Animales machos de 30 dias de edadfieron entrenados en el E C  durante 7 sesiones y 
sacnj?cados a Ios 100 dias de edad. Para cada animal, se grafico el porcentaje de 
reduccidn del mAchR vs el correspondiente a1 receptor dopaminergico. 
3.3.2.1.2. Receptor dopaminkrgico Dl y de glutamato tipo NMDA 
Animales entrenados a partir de 10s 30 dias de edad en el TEC (SO-S7) heron 
sacrificados a 10s 90 dias. Luego de la diseccion del cuerpo estriado, se determinaron 
10s valores de Bmax del receptor de glutamato tipo NMDA mediante el empleo del 
ligando especifico MK-801 y del receptor dopaminergico t i p  Dl a traves del ligando 
SCH23390. Los niveles determinados se muestran, junto con 10s valores 
correspondientes de mAchR y D2 de dicho g rup  experimental, en la figura 22. A partir 
de 10s mismos, se puede comprobar que el TEC produce una caida significativa del 
226% en el receptor dopaminergico Dl, mientras que no modifica 10s niveles del 
receptor glutamatergico t i p  NMDA. De este modo, luego del entrenamiento 10s 
sistemas colinergico (mAchR) y dopaminergico (tanto Dl como D2) muestras una 
alteracion remanente a largo plazo, mientras que el sistema glutamatkrgico no muestra 
variaciones a dichos tiempos. 
mAchR DA Dl DA D2 NMDA 
Figura 22. Efecto del TEC sobre 10s neuroreceptores del cuerpo estriado. 
Animales machos de 30 d h  de edadfueron entrenados en el l'EC durante 7 sesiones 
consecutivas (SI-5'7). b s  animales heron sacnjicados entre 10s 90 y 100 dias de edad, y 
10s niveles de distintos neuroreceptores en el cuerpo estriado heron comparados con 10s 
valores detenninados a partir de animales controles (CT) no e n t r e d  de similar edad 
c*) p< 0.001, (**) p: 0.038, (#) p: 0.02. 
3.3.2.2. Cambios a largo plazo en la transcripcibn del mAchR 
Los cambios a largo plazo observados sobre el sistema colinergico pueden ser 
analizados desde otra perspectiva estudiandos 10s efectos del TEC en la expresion del 
ARN del mAchR. Por otra parte, utilizando t6cnicas adecuadas puede diferenciarse el 
aniilisis de 10s 2 subtipos mhs importantes del receptor en el cuerpo estriado y corteza 
motora (M1 y M4), evaluacion que resulta muy dificil por tecnicas de union por 
ligando. 
3.3.2.2.1. Especificidad de las sondas 
En forma previa a 10s analisis de expresion del ARNm por RT-PCR se realizaron 
algunos experimentos a partir de ADN genomico extraido de corteza total. Mediante 
este material y utilizando la tecnica de arnplificacion por PCR a partir de primers 
especificos para 10s subtipos del mAchR M1 y M4, se pudo evaluar distintos puntos 
importantes. 
Figura 23. Amplificacio'n de 10s subtipos MI y M4 por PCR a partir de 
ADN gendmico. El ADN exiraido fire sometido a la tecnica de RT-PCR en distintas 
condiciones experimentales A: amplificacio~~ con etaima Taq polimerasa Perkin-Elmer, B: 
nmpl~cacion con enzinm BRL, C: idem A pero con 40 ciclos, D: amplflcacion con eisimcr 
Estmtagene. El? todos 10s casos, con excepcior~ de C, se aniplflcaron 30 ciclos. El 
vrodrcto MI (373 ph) y M4 (588 pb) ee la banda sr~perior mcis notoria en /a calle 
correspoi~die~~te a la amplifiacioir de caah s~btipo. 
En primer lugar por esta tecnica se amplifca una h ica  banda y del tamaiio esperado 
segim datos de referencia, de 373 pb y 588 pb, para el MI y el M4, respectivamente 
(figura 23). La presencia de bandas dobles de bajo PM corresponden a 10s primers no 
hibridizados ni consurnidos en la reaccidn, tanto en su forma simple, como 
posiblemente en forma de dimeros. Aunque puede observarse claramente dicho 
artefact0 tecnico, esta situation no afecta la realizacion o interpretacion de las 
reacciones de RT-PCR. Las distintas calles muestran 10s resultados de arnplificacion 
con distintas condiciones tecnicas y se puede observar que en todos 10s casos la 
arnplificacion fue exitosa para el M1 y el M4. 
33.2.2.2. Extracci6n de ARN en 10s distintos grupos experimentales 
Previamente a1 analisis por RT-PCR se realiz6 una comparacibn entre 10s ARN 
extraidos en las distintos grupos experimentales para confirmar que no existen 
diferencias de calidad o rendimiento intergrupales. 
TABLA 14 






(pg RNAlmg tejido) D.0 260lD.O 280 
CED 1.07 * 0.08 1.88 * 0.08 
CEI 1.13 * 0.06 1.81 * 0.06 
Extraccion de ARN a% cuerpo estriado. CCE: cuerpo estriado derecho, CCEI: cuerpo 
estriado izquierdo. Fue considerado como M c e  & aha pureza la relacibn de DO 260/280 
> 1.8. 
La tabla 14 muestra que tanto 10s animales entrenados a 10s 30 dias como sus controles 
muestran niveles comparables de rendimiento (pglmg tejido), pureza (DO 2601280) e 
intepdad. Esta ultima h e  evaluada por la intepdad de las dos bandas 
correspondientes a1 ARN ribosomal 18s y 28s y la ausencia de productos de 
degradation de 10s mismos como se muestra en la figura 24. Tambien se observa en la 
zona inferior la tenue presencia de ARN de transferencia de mucho menor PM. Por 
ultimo el ADN copia, obtenido a partir de una extraccibn tipica de ARN presenta un 
producto que bandea entre 0.5 y 2 kilobases, lo que verifica su correcta retranscripcion. 
Para poder realizar esta verificacion, se realizo una copia utilizando un nucleotido 
radioactivo. Se realizo una corrida electroforetica con esthdares de PM para poder 
relacionar posterionnente el lugar de aparicion radioactiva con la posicion en el gel y el 
tamaiio respective y luego el gel fue autorradiografiado. La autorraQografia muestra 
efectivamente que el product0 de ADN copia presenta un promedio de 1.8 kb 
verificando asi la calidad de la transcripcibn reversa. 
- - - -- - -- - - 1 
Figura 24. Electroforesis del ARN extraliio de nnimales controles y 
entrenndos. Lns cnlles 1. 2, 3. 7 y N curresporiden nl ARN extraido de cuerpu estrindo de 
ariimnles confrole.~ y cnlles 4, 5, 6, 9 y 10, corresporrde nl obferlido a pnrtir de nrrimnles 
entrermdoos n 10s 30 dins de ednd. 
3.3.2.2.3. Transcripcibn del mAchR RT-PCR de 10s subtipos M1 y M4 
Se evaluaron, un total de 15 animales entrenados y 15 controles correspondientes a 5 
estudios experimentales diferentes de n: 3 cada uno. En todos 10s casos 10s animales 
fueron mantenidos vivos 50 dias despues del entrenamiento. 
En primer lugar se realizaron para cada subtipo una curva de amplification con distinto 
ntimero de ciclos (figura 25). 
Figura 25. Electroforesis del product0 de distintos ciclos de amplificacihn 
del 10s subtipos MI y M4. Lrrego de la amplification a1icrro;fns de cada mriestra 
fireroil sembradas en geles de acrilamida y, Itiego de la corrida electroforetica, 
~~islralizados con broniriro de etidio. La fotogrnfia mzrestra la image11 de 2 geles 
mperpziestos. El sriperior con prodzrctos de ampl~jicacioii del szibtipo M-l del mAchR. 
mientra.7 qzre el gel itferior represerita ampl1j7cacio?res del slrbtipo MI del receptor 
colinergico. Eri ambos casos Ins calles I corre.sponden a la ampl~jcacion con 25 ciclos, 2: 
30 ciclos, 3: 35 ciclos, 4: 40 ciclos, 5: 45 ciclos y 6: 50 ciclos. Para el arbtipo, MI las 
amplificacioiies se mrrestrcni por dzrplicndo. PM: marcadores de peso molecular. 
Dado que se utilizaron primers marcados radioactivamente, el product0 de 
amplificaci6n se eluyo y cuantifico. La figura 26 muestra que entre 10s 25 y 35 ciclos de 
amplification la tecnica muestra una relaci6n exponential que, a1 realizar una funcion 
logaritmica, muestra un funcion lineal indicando que no existe saturacion. Esto es 
importante ya que para poder comparar relativamente 10s productos amplificados entre 
si (control vs entrenado para cada subtipo) es necesario asegurarse que la intensidad de 
la banda es proportional a la cantidad de material, situation que se desvirth en 
condiciones de saturaci6n de la amplificacion. 
Figura 26. Amplifiacidn por PCR de 10s subtipos Ml y M4 del mAchR 
El gdjico muestra la cuantijicacidn del prodrtcto de elncidn de las amplificacidn que ee 
nurestran en lajigura 25. 
La figura 27 presenta una RT-PCR tipica obtenida a partir de la amplificacion por 30 
ciclos de ARN de cuerpo estriado de animales controles y entrenados para M1 y M4. La 
fotografia muestra el gel de electroforesis con bromuro de etidio conido con el 
producto de amplificacion. La evaluation cualitativa de 10s productos amplificados 
sugiere un aurnento relativo evidente en el subtipo M4 para 10s animales entrenados 
respecto a 10s controles, mientras que la amplificacion del subtipo M1 parece ser 
relativamente similar. 
La cuantificacion relativa se realizo mediante la determinacion 3 2 ~  incorporado en el 
producto. Los resultados vertidos en la tabla 15 perrniten comprobar que, en funcion de 
esta metodologia analitica, el entrenamiento provoca, efectivamente, un aurnento en 10s 
niveles del ARNm M4. Este increment0 es de aproximadamente 3 veces el valor 
obtenido para 10s animales controles en las condiciones experimentales utilizadas. 
Respecto a1 subtipo M1 se observo una caida cercana a1 50% en 10s animales 
entrenados en relacion a 10s controles. Si bien las diferencias heron poco significativas, 
10s cambios heron pronunciados. Un problema inherente a1 aspect0 tecnico es la 
marcada variabilidad de la deteccion por la tecnica de PCR. No obstante esta situation, 
se puede considerar tambien que la baja significatividad este asociada a1 relativo bajo 
niunero de estudios realizados. 
Figura 27. fipresidn de ARNm de Eos subtipos MI y M4 del mAchR. El 
ARN rxtraido a partir. de crrerpo estrido de aninlaies coti/rolrs y etttrer~ados fire 
amp/~f i~-ah p ra tieiermiilar la expresibrt del slrbtipo MI (imageit A) y M-1 (image?? B). El 
sigirifimh de /as s i g h  hajo cada c d e  se expre.sai1 a coitfirniacioit. ED: entreimdo, 
crrerpo r.s/riado tierecho; EI: eittretiado, crrerpo es~riado izqrrierdo; CD: control, c z i ep  
esiriatio tierecho; ('I: coittrol, czrerpo estriado izqrierdo; E: eillreimado, czrerpo estriado 
derecho e izqnirrdo; C: control, n r e p  esiriado izqrrierdo y derecho. PM: marcadores & 
peso molecri/ar. 
3.3.2.3. Determinacibn de acetilcolinesterasa 
Muestras de fraccion sinaptosomica, obtenidas de animales entrenados bajo el 
paradigma del TEC y del TDG, asi como animales controles, fueron utilizadas para la 
determinacion de la actividad de AchE por un metodo espectrofotometrico. Dicha 
deteminacion demostro que la actividad de esta enzima fue de 57.2 * 4.8, 43.6 5.4 y 
46.5 * 5.1 nmol/min/mg prot en animales controles, entrenados en el TEC y entrenados 
en el TDG, respectivamente. Estos valores representan una caida del 24 y 29% para el 
entrenamiento en el TDG y en el TEC, respecto a1 control. El adlisis de ANOVA 
indica que esta diferencia no son significativa, (p<0.05, n: 4) 
TABLA 15 
EFECTO DEL ENTRENAMIENTO CIRCULAR SOBRE LA EXPRESION DEL 
mACHR EN CUERPO ESTRIADO 
Subtipo M1 Subtipo M4 
(25 ciclos) (30 ciclos) 
Animales controles 
CPM incorporadas x 10-31~1 de product0 
Animales entrenados 4.1 * 2.9* 15.4 * 4.4 # 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
% de variacion 
entrenado vs controles - 51 % + 280 % 
Incorporacidn de 3 2 ~  en la amplijcacidn de ntRNA de MI y M4 ale cuerpo estriado de 
animales coniroles y entremh.  El wlor promedio k el desvfo estrfndca se obtiene de 
promediar el resulhxab de 4 experimentas indqendientes, en cada uno L 10s ~ l e s  se 
utilizaron 4 animales. Los estdos se realizaron amplifi& una camantr& de ciclos en la 
cual no se produce la saturacidn de la reaccidn de PCR * Las dryeremias enlre controles y 
entrenaOspara el subtip MI es de baja significatividad Cp: 0.0865, n: 4). # Difrencias 
significativas respecto a1 control @<0.01, n: 4). 
3.3.2.4. Evaluaci6n de marcadores inmunohistoquimicos 
Los estudios del sistema colinkrgico permiten confirmar que el entrenamiento en el 
TEC y el TDG producen cambios bioquimicos posiblemente correlacionados con 
modicaciones de 10s circuitos hcionales. En esta seccion se realizaron estudios 
inmunohistoquimicos sobre el cuerpo estriado para poder evaluar, a partir de algunos 
marcadores particulares, si existe carnbios estructurales ylo fisiologicos 
complementaries a 10s cambios observados en 10s receptores. Para ello, se caracterizo el 
patron de distribucibn de la GFAP y de 10s NF en cuerpo estriado. Se comparo la 
inmunomarcacion de animales entrenados a 10s 30 dias en el TDG y sacrificados 50 
&as despues de finalizado el entrenamiento con sus respectivos controles. 
Las figuras 28 y 29 muestran imtigenes caracteristicas, obtenidas luego de 
inmunomarcacion para NF en cortes de cuerpo estriado de animales controles y 
entrenados. A menor aumento (40x) se puede observar en la fotografia correspondente 
a1 cuerpo estriado control diversas zonas delimitadas de inmunomarcacion positiva 
(figura 28A). Una de las tantas keas mencionadas se encuentra indicada con una flecha 
sobre la fotografia. De la observation de la imagen, puede establecerse que solo algunas 
keas dendriticas son inmunomarcadas. Probablemente, la capacidad de observar esta 
imagen este relacionada en parte con la mayor densidad de la arborizacion dendritica de 
las neuronas en determinadas keas enriquecidas en terminales y en parte porque, quiz& 
debido a la concentracion de anticuerpo primario utilizado y a otras condiciones 
tecnicas, la sensibilidad de deteccion sea menor en aquellas estructuras con menor 
concentracion de neurofilamentos o zonas con un nbnero menor de contactos 
sidpticos. 
Miis allh de este punto, la comparacibn de la imagen control con la obtenida de 
animales entrenados claramente permite observar la neta disminucion de la 
inmunomarcacion, a1 punto tal que, pkticamente, la deteccion se anula. Aim 
considerando que la sensibilidad tecnica puede desempem un papel importante en 10s 
resultados y la inferencia no se puede hacer extensiva a1 toda la poblacion neuronal, es 
posible comprobar que el entrenamiento produce un efecto negativo en la 
inmunomarcacion de NF (figura 28B), lo que podria indicar una reduction del nbnero 
de sintipsis. Si bien se conservan heas con marcacion positiva, claramente puede 
distinguirse que, tanto el nlimero de heas como la superficie que ocupan es menor. 
Figura 28. Inmuttomarcaci~n para NF (40,Y). ('4) control, (B) entrmado. 
1.a.v~fi~1o~qfiu.s rcy)rr.vrrr/utr imcigetrr.~ ripicuv ohrtvrirlus /wr c~s/u li.crricir nr ltrs ~~otrdiciotrr.~ 
ex~wrimrtrruk.s c~~tr l~/ i~J~~.v .  1.41 jlt chiltJtr la J7grira A sr17uIa utru dr 1u.s ur~*ir.s trl/~rr~~c~tr~c~ 
irtmrttromtrrctrtkr (IIIL' I I ~ C I C I ~ C L I ~ ~ I I / C '  dt~.suparrcrti o .se reJ11crt1 lrtego JrI r~~/rr~rtrrnrc~r~~o. 
Figura 29. Inmunomarcacidn para NF (200,Y). (A) control, (B) 
entrenado. 1,tr.v plogn!jks rrpr~.srri/un imagcne.s tiprcas ohrrrrrdtr.s p)r  e.stu tJwlccr err 
/as cotdic'iorrev expr~met~/aIc*.s e~ultt&.s. /as Jlechns mclrcan dm rrgior1r.s trl/umetr/e 
pi/iva.s jt prmrte oh,senpar la rli$eretrcia del &a qrie abarcatr. 

Del mismo modo, la figura 29 muestra la misma inmunomarcacibn, a mayor aumento 
(200x) y permite caracterizar en mayor detalle las consecuencias del entrenarniento 
para la variable bajo andisis. En este caso puede observarse en zonas positivas 
seleccionadas de cada tejido que la imagen obtenida del estudio control (figura 29A) 
muestra heas, sefialadas por la flecha, que involucran una mayor extension y presentan 
m b  cantidad de marcas individuales dentro del sector que limita. Por el contrario, a h  
10s sectores marcadamente positivos de la inrnunomarcaci6n correspondiente a un 
animal entrenado muestran una extension pequeiia comparada con 10s controles (figura 
29B). 
Por ultimo, la figura 30 muestra unas fotografias obtenidas luego de inmunomarcaci6n 
para GFAP en 10s mismos casos. Si bien una s61a imhgen no es suficiente para poder 
apreciar o descartar diferencias particulares en el nlimero o caracteristicas de las cblulas 
marcadas, la evaluacion de distintos cualitativa y semicuantitativa de distintos sectores 
del mismo corte, a1 igual que la evaluation de distintos casos (n: 5) permite comprobar 
que no existen variaciones notorias en la poblacion glial de 10s grupos entrenados y 
controles. 
3.3.3. Estudios de 10s efectos inmediatos de la actividad funcional 
3.3.3.1. Cambios inmediatos del mAchR luego del TDG 
Es razonable suponer que 10s cambios a largo plazo en el TEC y el TDG Sean 
precehdos por variaciones neuroquimicos producidas en el momento mismo de 
realizarse la actividad funcional en la prueba conductal. Con el objeto de analizar 10s 
posibles cambios inmediatos en el sistema colinbrgico muscarinico durante las pruebas 
conductales, se realizaron una serie de experimentos con evaluacion inmediata luego 
del TDG. Se selecciono el TDG pues, este test ofrece 10s cambios mas pronunciados 
sobre la variable en estudio y ademb carece de la participation de otros componentes 
conductales m b  complejos presentes en el TEC (e.g. aprendizaje asociativo). 
Pariunetros que podrian participar en forma inmedata y, de este modo, podrian 
distorsionar el adlisis de 10s resultados. 
Para este anhlisis, 10s animales heron entrenados durante dos sesiones y sacrificados 
luego de 30 min y 60 min de finalizada la idtima. Estos experimentos se realizaron asi 
para intentar caracterizar 10s cambios que produce el entrenamiento inicialmente. La 
determinacibn de mAchR perrnitio cornprobar que en las fiacciones de tejido de 10s 
animales entrenados la uniiin del ligando especifico se reduce notoriamente (figura 3 I), 
respecto a 10s niveles valores del grupo control (cuerpo estriado izquierdo: 2.5 nmoVmg 
prot; derecho: 2.2 nmoVmg prot). 
0 
CT 30 min 60 min 
Figura 31. Efectos inmediatos #el TDG sobre el mAchR Animales de 30 diar 
de edadfieron entrenados ciicrante 2 sesiones en el ID3 y sacrificadbs a 10s 30 o 60 min 
luego de finalizath la ultima sesion. En fracciones de membrana sindptica I M fie 
detenninada la union del ligando 'H-QNB a1 mAchR en cuerpo estriado izquierdo (lZ@ y 
derecho (Dm en condiciones de subsaturacidn y conparado con valores obtenidos a 
uartir de animales controles (CT) medante el Test de Lhmnet. (*) drfi3rencia signffidiw 
pc0.01, (**) pC0.05; n: 4.El desvlo estibzdw en mngtin can, superb el 14% de la 
Los animales entrenados y sacrificados a 10s 30 min muestran una caida promedio 
mayor en el cuerpo estriado derecho (56 * 8%) que en el izquierdo (24 h 4%). En 
ambos casos la reduccion respecto a 10s controles es significativa, per0 mayor para el 
cuerpo estriado derecho (p<0.01 vs p<0.05, respectivamente. Cabe aclarar que, en este 
caso, el cuerpo estriado derecho representa el lado contralateral a1 sentido de pro, 
mientras que el izquierdo es el ipsilateral al sentido de giro. Por otra parte, a 10s 60 min, 
10s resultados muestran una reversion de la del cambio de la unibn del 3 ~ - ~ N B  en el 
cuerpo estriado derecho. Por el contrario, del lado opuesto, la reduccion fhe levemente 
m k  pronunciada que a 10s 30 minutos, lo que perrnite comprobar una disminucion 
respecto a1 control a h  mhs significativa (3 1 * 4%). Sin embargo, esta caida de la union 
de 3 ~ - ~ N B  no alcanza a ser similar a la reduccion observada a 10s 30 minutos en el 
cuerpo estriado opuesto. 
TABLA 16 
DETERMINACION DE UNION A 'H-QNB EN CONDICIONES DE SATURACION 
EVALUACION DE CAMBIOS INMEDIATOS 
CONTROL 
ENTRENADO 30 MIN 
ENTRENADO 60 MIN 
CUERPO ESTRIADO 
DERECHO IZQUIERDO 
(pmoles 1 mg prot.) 
EstuaYo ak union ak 3~-QNB,  en concidiones safurantes, a membranas simipticas ak 
cuerpo estriaab de animales entrenados a 10s 30 dias a2 edad en el lDG por 2 sesiones 
(SI-S2) y sacr~jicados 30 o 60 minutos akspuBs ak la segunda sesibn. 
Finalrnente, en un nuevo grupo de animales se realizb el mismo esquema experimental 
pero sobre el material obtenido a 10s 30 y 60 min de terminado el entrenamiento, se 
repitieron las meQciones a subsaturacibn pero, ademh, se realid una detenninacidn en 
presencia de niveles saturantes de ligando. Si bien, no se realizd un estudio 
caracteristico de Scatchard con distintos puntos a subsaturacion, 10s resultados 
muestran que, en condiciones de saturation, la capacidad de uni6n del 'H-QNB es 
similar en las preparaciones de 10s animales entrenados y controles (tabla 16). 
3.3.3.2. Respuesta del mAchR a la fosforilaci6n in vitro por pKC 
Los cambios inrnediatos en la afinidad del mAchR pueden estar relacionados con 
cambios directos o indirectos de la fosforilaci6n de 10s receptores que produzcan, a su 
vez, una variation en su sensibilidad a la union de ligandos. Para evaluar esta 
posibilidad, se aislaron membranas shipticas 1M de animales entrenados a 10s 30 dias 
en el TDG (Sl-S2), material donde se observa una respuesta diferencial a la union de 
ligando, como se vio anterionnente. El objetivo de este set de experimentos fue realizar 
una fosforilacion in vifro de las membranas con la idea de saturar 10s sitios de 
fosforilacion que directa o indirectamente influyen en la afinidad del mAchR. A1 
realizar esta estimulacibn, es posible que las condiciones de afinidad del mAchR se 
modifiquen diferencialmente en las muestras controles y entrenadas si entre ellas existe 
una respuesta diferencial de 10s mecanismos de fosforilacion dependientes de pKC en 
membrana. Es decir, si un tejido presenta, respecto al otro, una composici6n diferente 
de sus sistemas de quinasas y fosforilasas de manera que al activarlas respondan de 
mod0 distinto sobre el mAchR. Si esto ocurriera, la afinidad del mAchR deberia variar 
diferencialmente, tambiCn suponiendo que la fosforilacion del rnAchR modifica su 
afinidad. 
Para estos experimentos, entonces, la estrategia consistio en incubar las membranas 
sidipticas, obtenidas a partir de animales entrenados y de sus controles respectivos, en 
condiciones que activan pKC, en presencia y en ausencia de ATP. La tabla 17 muestra 
el resultado de la union a subsaturaci6n en membranas sinapticas 1M controles y 
entrenadas, con y sin activation de pKC. k 
De su d i s i s  se desprende que, tanto para el caso control como para el entrenado, la 
respuesta fiente a la incubacion es la misma. Si bien 10s niveles basales son diferentes, 
esto se debe a las condiciones descriptas anteriormente que indican que el 
entrenamiento genera un cambio sustancial en la afinidad del mAchR. Por ello la 
incubacion a subsaturaci6n con ligando marcado muestra esta diferencia. 
En condiciones que activan pKC se observa una disminuci6n de la union cercana a1 
20% en ambos casos. Lo que indica que no existe una respuesta diferencial en las 
membranas del grupo entrenado bajo estas condiciones. Del mismo modo, la 
comparacibn de 10s resultados obtenidos en presencia o ausencia de ATP indican que, 
en ambos grupos, el agregado de ATP ex6geno no modifico la respuesta. 
TABLA 17 
EFECTO DE LA FOSFORILACION POR pKC EN LA UNION AL mACHR 
Controles 
(DPM x 10-3 11 0 pg prot) 
Con activacion (+ATP) 
Con activaci6n (-Am) 
Sin activacih 
Entrenados Con activacion (+ATP) 
Con activacion ( - A n )  
Sin activacion 
Ektdo de unidn de ~H-QA?B a membranas si*ticas & cuerpo estr id de eniremah a 
10s 30 dias de e& en el TDGpor 2 sesiones @I-S2) y sacrk;ticados 30 minutos &sputs & 
la segunda sesion. Lus corwh:ciones a?? d e i d n  consisten en la incubacidn con un &Her 
con calcio, magnesio y calmalulim Tacfos 10s mimules entrenmbs, iradepedentemente 
&I subtratamiento, mostraron dyeremias signz;ticativas con respecto a 10s controles 
@<0.01). En cada grrp  experimental, controles y entrerprrdos. no se detectmon 
d5'ferencias enire 10s distintos subiratam1entus. 
3.3.3.3. Determinacidn de la expresi6n del c-fos 
Se evaluo por el metodo inrnunohistoquimico la posible parhcipacion de la proteina del 
proto-oncogen c-fos en 10s cambios plhticos descriptos. Para ello, se entrenaron 
animales a 10s 30 dias de edad en el TEC, 10s que heron sacrificados 3 hs despues de 
realizar la sesion S2. El tiempo del sacrificio h e  seleccionado bajo la hip6tesis que el 
entrenamiento desencadena en forma inmeciiata la expresi6n del proto-oncogen c-fos. 
De esta manera, una vez estimulada la transcripci6nY el tiempo necesario para detectar 
inmunohistoquimica el correspondiente product0 proteico antigenic0 es de 
aproximadamente 3 hs. 
La figura 32 muestra una imagen caracteristica del cuerpo estriado luego del 
entrenamiento. A h  con un revelado algo excesivo que aumenta la coloracion de fondo 
tambien, la imagen a menor aumento (40% figura 32A) permite observar la zona central 
de un corte coronal de cuerpo estriado. La fotografia demuestra que ambos lados de la 
estructura (cuerpo estriado izquierdo y derecho) muestran nucleos neuronales donde la 
presencia de antigenicidad contra ofos es evidente (las cabezas de flecha marcan 
algunos ejemplos). La segunda fotografia (figura 32B), a mayor aumento (400x) 
permite analizar en detalle la positividad nuclear (flecha rellena), a1 mismo tiempo que 
se observan otras celulas negativas (flecha vacia). 
Por otra parte, la figura 33 permite comparar 10s resultados del entrenamiento (A) con 
una inmunomarcacion positiva obtenida mediante la administraci6n de metrazol (figura 
33B), que representa un control positivo. El metrazol es un anticonvulsivante que 
desencadena la expresi6n de proto-oncogen c-fos en cerebro. Dichas imagenes permiten 
notar que el disparo del c-fos luego del entrenamiento es menor en intensidad y n h e r o  
de neuronas activadas que el control positivo. Las flechas en ambas fotografias indican 
la posici6n de nucleos positivos donde puede observarse fhcilmente la diferencia de 
intensidad. 
Considerando 10s nucleos celulares correspondientes a neuronas en distintos cortes 
realizados, aproximadamente el 9 * 5 % de las neurona expresan el c-fos en 10s 
animales entrenados, a juzgar por la cuantificaci6n visual promedio de distintos casos y 
cortes. En el control positivo, en cambio, entre el 50 y el 75% de las neuronas lo 
expresan, mientras que 10s animales no entrenados que no recibieron metrazol (control 
negativo) no expresan c-fos en ningim caso como se ve en la figura siguiente. 
Precisamente, la figura 34 muestra dos irnigenes (200~)~  una corresponQente a un 
tejido control negativo (A) y la otra a un caso entrenado (B). Se puede ver que, mientras 
que el control no muestra inmunomarcacion positiva, en el animal entrenado, las pocas 
du las  que lo expresan 10 hacen en una forma perfectamente detectable. 
Figura 32. Inmunomarcacidn para c-fos: @(A) corte de un unimul 
entrenado (404. Lns cabezas de flecha seiialan micleos po.si/h~o,s; (R) marcacidn de 
un animal entrenado (IOOX). Laflecha rellerta mmca utz micleo positivo y la flecha 
vacia una c6l~li.1 rtegativa. 
Figura 33. Inmunomarcacidn para egos (IOOX). (A) enfinado. (HJ 
contro~positivo/metrazo~. Lasflechm muesb.an nzicleospo.sirivos ert ambos corfes qlle 
penniten comparar la dverente inte?zsidad de la marcacicill. 
Figura 34. Inmunomarcacidn para c-fos (200X). (A) control, (B) 
entrenado. Las fotografi representan imageties lipicas ohlenidns por esta tec~iica eri 
las condiciorie.~ experimentales evalrrada.~. Las flechas indicall la posicio?i de micleos 
posiiivos. 
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4. DISCUSION 
4.1. DISERO EXPERJMENTAL: SELECCION DEL MODEL0 
El presente trabajo fue desarrollado con el objetivo de investigar 10s cambios 
neuroquimicos en el SNC producidos por el actividad funcional luego de un 
comportamiento motor especifico, el entrenarniento circular. Para ello, fue escogido el 
TEC como principal factor generador de la actividad fisica. Por las caracteristicas del 
test, la actividad en este paradigma comportamental incluyo un componente motor, un 
componente de aprendizaje, subdividible en aprendizaje motor y aprendizaje asociativo 
y, finalmente, un tercer componente, el motivacional. Luego se utilizo un esquema 
alternativo para inducir el comportamiento motor, el TDG, disefio que permitio evaluar 
10s cambios neuroquimicos relacionados con la variables motoras sin presentar el 
componente de aprendizaje asociativo ni las mismas caracteristicas motivacionales del 
TEC. 
Una vez inducida la actividad funcional, h e  seleccionado un hrea particular del SNC 
para 10s estudios neuroquimicos. La estructura escogida fue el cuerpo estriado por 
diversos motivos: (I) es un componente principal de la regulacion nerviosa de la 
actividad motora, (11) desarrolla funciones relacionadas con el aprendizaje implicit0 y la 
respuesta motivacional, (111) su organization interna, aferencias y eferencias, como 
tambikn sus caracteristicas neuroquimicas ya heron estudiadas en profunddad y la 
disposici6n de dicha informaci6n facilita la interpretation de 10s resultados 
neuroquimicos, (IV) es de fhcil acceso, diseccion y estudio, (V) muchos cambios 
neuroquimicos relacionados con distintos aspectos del manipuleo del SNC han sido 
detectados en el cuerpo estriado y (VI) el cuerpo estriado es una estructura de alto 
interks debido a que esth involucrado en distintos problemas de importanca cientifica 
(e.g. neuropatologias, efectos de fiurnacos y drogas de abuso, plasticidad, motivation, 
memoria y aprendizaje). 
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Dada la alta integracion entre distintas heas del SNC, y mhxime teniendo en cuenta que 
la actividad inducida genera una respuesta compleja, el estudio sobre el cuerpo estriado 
h e  complementado con la evaluacih de otras estructuras vinculadas con la actividad 
generada. 
Los parhetros neuroquimicos de la actividad funcional heron evaluados desde dos 
perspectivas diferentes: 10s efectos a largo plazo y 10s efectos inmediatos. Una vez mhs, 
se selecciono una variable principal de estudio. En este caso h e  el receptor colinkrgico 
muscarinico. Entre las razones para esta eleccion se puede nombrar que: (I) el sistema 
colinergico en el cuerpo estriado es un factor modulador importante, (11) en esta 
estructura presenta la mayor concentracibn del cerebro, ademb de hallarse 
ampliamente distribuido entre las distintas poblaciones neuronales del cuerpo estriado, 
(JIt) existen 5 subtipos diferentes, todos presentes en el cuerpo estriado, lo que indica 
una gran capacidad plbstica, (IV) para 10s distintos subtipos se conoce con bastante 
profundidad las seiiales acopladas, efectos de su estimulacion o bloqueo, distribucion y 
otras caracteristicas de interks, (V) el sistema colinkrgco, tanto en el cuerpo estriado 
como en el resto del SNC, es considerado un sistema regulatorio con intervencion en 
distintos procesos fisiol6gicos normales (aprendizaje, motivacion, memoria, regulacion 
motora) y patol6gcos (enfermedades neurodegenerativas). 
Tambikn desde el aspect0 molecular, dada la alta correlaci6n entre dstintos factores 
involucrados en la actividad del SNC, 10s estudios sobre el rnAchR heron 
complementados con el de otras variables neuroquimicas relacionadas. 
El presente trabajo experimental puede dividirse en 3 etapas: (I) estudios de 10s efectos 
a largo plazo del TEC sobre el mAchR y otros componentes, (11) un d l i s i s  similar 
luego del TDG, (ID) estudio de 10s cambios inmediatos en el TEC. 
4.2. DEMOSTRACION DE UN PERIOD0 CRITIC0 DURANTE EL 
DESARROLLO POSTNATAL DEL CUERPO ESTRIADO 
4.2.1. El TEC produce una caida del mAchR si se entrena a 10s 30 dias de edad 
La primera parte de este trabajo, que fue realizada con el empleo del TEC y estudiando 
10s cambios permanentes, permite obtener diversas conclusiones de 10s aspectos 
neuroquimicos de la plasticidad motora. El entrenamiento en el TEC, demuestra que la 
actividad funcional puede generar cambios en el mAchR cuando 10s animales son 
entrenados a partir de 10s 30 &as de edad durante 7 &as. Los resultados experimentales 
comprueban que la actividad funcional en el TEC produce una caida de 
aproximadamente 35% en la densidad del mAchR en el cuerpo estriado cuando se 
comparan 10s animales machos entrenados con 10s controles machos sin entrenar. Las 
hembras, por otra parte, tarnbikn muestran una caida per0 esta es menor, cerca del20%. 
Estos cambios solo estuvieron relacionados con una variation del B m k  del receptor, 
mientras que la afinidad del receptor fue similar en 10s distintos &rupos experimentales. 
Cabe aclarar aqui, y esto es valido para andisis posteriores, que el efecto del TEC sobre 
el mAchR puede estar asociado a: la actividad motora, el aprendizaje motor, el 
aprendizaje asociativo, el factor motivacional o a una combinacion de dos o m b  de 
estas variables. Si bien hasta el momento nunca se relaciono a1 cuerpo estriado con el 
aprendizaje asociativo, tambikn es cierto que 10s mecanismos de aprendizaje en el SNC 
no es th  completarnente descifrados. De hecho, el descubrimiento que el cuerpo 
estriado participa en el aprendizaje implicit0 cambio la vision sobre esta estructura, la 
cual se creia hasta ese momento que solo cumplia funciones secundarias para la corteza 
y relacionadas con el control del movimiento. 
La relacion entre 10s cambios neuroquimicos y la actividad motora resulta una idea 
atractiva. En part~cular porque la actividad neuronal mediada por neuroreceptores 
determina el patron de conectividad sinhptica (83, 101,272), y de este mod0 resulta un 
factor altamente relacionado con la posibilidad de producir cambios neuroquimicos. No 
obstante, existen tarnbih evidencias de que el aprendizaje puede producir cambios 
permanentes en la densidad de receptores (139). Del mismo modo, el bloqueo de la 
actividad colinergica esta vinculada con una alteracion del aprendizaje asociativo (23, 
39, 309). De todas maneras, hay que mencionar que el disefio experimental en el TEC 
no permite excluir ninguna de las variables antes mencionadas como factores 
generadores de la alteracion en el mAchR. 
Un primer punto de interes h e  certificar que estos cambios estaban relacionados con el 
entrenamiento per se y no con el estr6s hidrico producido durante el test. Se debe 
considerar que el estrds hidrico conduce a un deterioro en la alirnentacion, a pesar de 
que todos 10s animales tuvieron comida ad libitum. De hecho se observa una caida en el 
peso de 10s animales durante la etapa de entrenamiento por la falta de agua. Distintas 
investigaciones han demostrado la deprivacibn de agua o comida puede producir 
cambios neuroquimicos permanentes en las estructuras nerviosas. En 10s experimentos 
descriptos, la caida del peso h e  similar en 10s animales entrenados y en 10s controles, 
que tarnbien heron sometidos a estres hidrico. Por otra parte, en la determinacion del 
mAchR, 10s animales que no heron entrenados ni deprivados de agua mostraron 10s 
mismos niveles que 10s controles deprivados. De esta manera, la caida del mAchR esta 
relacionada con la actividad directa en el TEC y no con la deprivacion de agua o la 
caida del peso. 
Un segundo anhlisis contemplo el hecho de que el TEC representa una actividad 
giratoria, que equivale a una respuesta motora asimktrica. Por lo tanto, el cuerpo 
estriado derecho e izquierdo podrian presentar respuestas diferenciales, ya que la 
actividad en cada una de las mencionadas estructuras podria presentar diferencias 
cuantitativas o cualitativas para diversos parhetros neuroquimicos. Ademh, 
independlentemente de la ejecucion del test, podrian encontrarse asimebrias 
preexistentes entre ambas estructuras. De hecho, existen diversos informes en la 
literatura cientifica donde se observa caracteristicas neuroquimicas asim6tricas entre el 
cuexpo estriado izquierdo y derecho. Dichas observaciones fueron realizadas sobre el 
sistema dopaminergico (98, 138, 276). Por ello, esta posibilidad debe ser tenida en 
cuenta, aunque otros investigadores no confirmaron 10s primeros descubrimientos sobre 
las asimetrias neuroquimicas mencionadas (137, 222). En este trabajo, se observ6 que 
10s niveles basales del mAchR y la caida luego del entrenarniento mostraron niveles 
similares en ambos lados. Tampoco se detectaron diferencias de lateralidad en el TEC 
entrenando 10s animales en un sentido o en el otro. 
4.2.2. La respuesta no es igual entre 10s dos sexos 
Aunque el entrenamiento muestra una caida en el mAchR para ambos sexos, existe una 
diferencia significativa en la respuesta de machos y hembras. Si bien esta diferencia no 
era esperada, el hallazgo no resulta sorprendente. Las diferencias hormonales, por 
ejemplo, pueden ejercer un efecto part~cular sobre el SNC de 10s distintos sexos. Uno 
de 10s casos conocidos es el efecto del estradiol, el cual influye sobre las neuronas 
colindrgicas del SNC a traves de receptores de estr6geno (RE) (293). Aunque el cuerpo 
estriado no presenta RE, el estradiol tiene acci6n sobre esta estructura y afecta la 
actividad motora por mecanismos aim desconocidos. Entre las observaciones a este 
respecto, pudo comprobarse que el estradiol afecta la respuesta de 10s receptores 
dopaminergicos estriatales (18, 265) y tarnbidn modifica la actividad de las 
interneuronas colinergicas (73). Ademhs, la administration de estradiol aurnenta 10s 
parhetros motores en animales entrenados en ruedas giratorias y en un modelo de 
rotaci6n (133,264). Por lo tanto, aunque no puedan definirse 10s procesos moleculares 
particulares que llevan a la observaci6n de un cambio neuroquimico diferencial entre 
ambos sexos en el presente trabajo, las evidencias comportamentales y bioquimicas 
sugieren que las diferencias hormonales pueden modificar la respuesta comportamental 
y alterar cualitativa o cuantitativamente 10s cambios neuroquimicos luego de la 
actividad funcional. 
Desde el aspect0 comportamental, la evaluaci6n de 10s parhetros motores y de 
aprendizaje en el TEC demuestran que tanto las ratas machos como las hembras 
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realizan una actividad similar en el test. Sin embargo, el rendimiento de las hembras 
presenta una mayor dispersion y existen mhs casos de exclusion de anirnales de este 
sex0 por incumplimiento de las consignas. Esta mayor dispersion en las hembras es 
bastante comh, a juzgar por 10s resultados obtenidos con numerosas pruebas 
conductales . 
4.2.3. La respuesta es proporcional a 10s metros recorridos durante el ejercicio 
La primera deteccion de cambios en el mAchR h e  realizada luego de entrenar a 10s 
animales durante 7 sesiones consecutivas. Por ello, uno de 10s objetivos consecuentes a 
este descubrimiento era saber si dichos cambios estaban relacionados con la maptud 
del entrenamiento. Este concept0 h e  evaluado desde dos perspectivas. 
En primer lugar se analizb para cada animal entrenado durante 7 dias la correlacion 
entre la caida del mAchR y dos componentes motores, la Vm y la cantidad de metros 
recorridos. En segundo lugar el cambio neuroquimico fue comparado con el n h e r o  de 
errores acumulados durante el aprendizaje en el TEC. 
Este d l i s i s  permitio concluir que el aprendizaje asociativo, al menos evaluados en 
funcibn de EA, no muestra una correlaci6n con 10s cambios observados sobre el 
mAchR. Por el otro lado, 10s cambios motores mostraron una asociacion mucho mQ 
fberte. En realidad, la caida del mAchR esta altarnente asociada a la cantidad de metros 
recorridos. Puede decirse entonces, que cuanto mayor h e  el tiempo durante el cual 10s 
animales realizaron el ejercicio fisico, mayor h e  la caida de 10s niveles del receptor. 
Sin embargo, la segunda variable motora, Vm, no muestra una correlacion tan estrecha. 
De acuerdo a este resultado, pareceria que la intensidad y la cantidad de actividad 
motora ejercen un efecto diferente. 
Se puede deducir que dichas variables no representan un indicador comh en este 
modelo y que su influencia debe ser evaluada en forma independiente. Tambidn hay que 
considerar que 10s experimentos de Yamamoto y Freed (321) demostraron que se 
necesita alcanzar una determinada intensidad de giro para disparar cambios 
neuroquimicos (1 vueltdmin durante 20 min). Estos valores se obtienen practicamente 
desde el primer dia de entrenamiento en el TEC. Es posible que la intensidad, sea un 
factor necesario per0 que, una vez alcanzado un umbral, 10s cambios neuroquimicos 
sean mayores o menores en h c i o n  del tiempo en que 10s mecanismos intervinientes se 
encuentran activos y no de la velocidad de giro, o la intensidad con la cual dlchos 
mecanismos participan. De todos modos, la interpretation de esta idtima variable debe 
considerar que se hace sobre 10s valores promedios de la misma. Como se explico 
anteriormente, en el TEC la velocidad de giro puede verse distorsionada por dos 
razones. En primer lugar porque en animal en realidad utiliza su tiempo corriendo 
intensamente hasta el sitio de la recompensa y luego para tomar el agua, utiliza una 
cantidad de tiempo similar al empleado en dar la vuelta. Por otro lado, la velocidad de 
giro promedio de una sesion, no permite discernir si el animal corrio mas rapidarnente 
durante un period0 y m h  lento en otro o si la velocidad de gro h e  homogdnea a lo 
largo de toda la sesihn. Claramente, entonces, la intensidad de giro real del animal se 
puede ver distorsionada por estos factores, por lo que la Vm en ciertos casos puede ser 
un p h e t r o  fie1 y en otros no. Con lo cual la falta de correlaci6n puede estar 
relacionada con estas causas. 
Por ultimo, se evaluo sobre estos datos la diferencia de respuesta entre machos y 
hembras por separado. Se observa que si bien 10s dos grupos presentan una correlaci6n 
similar, la dispersi6n es mayor en las hembras y 10s efectos son m h  evidentes en 10s 
machos. Esta observacion, es congruente con 10s resultados descriptos anteriormente 
donde se diferencia la respuesta comportamental entre 10s dos sexos. 
4.2.4. El cambio es permanente 
A continuacibn se analizo la duracion de 10s cambios observados en el rnAchR por el 
entrenamiento iniciado a 10s 30 dias. La caida, tanto en machos como en hembras, se 
mantuvo inalterada hasta inclusive un d o  despuds de terminado el entrenamiento. 
Claramente, y considerando la espectativa de vida de una rata, estos cambios pueden ser 
considerados como alteraciones permanentes. 
4.2.5. Existe un periodo critico limitado para que se produzcan 10s cambios 
Otro dato distintivo de la caida del mAchR luego del TEC es que esta variation es 
particular de un periodo determinado del desarrollo postnatal. El entrenamiento a 10s 30 
dias, como se inQco, produce una caida del mAchR. Sin embargo, el entrenamiento 
inmediatemente antes (a partir de 10s 20 &as) o despuks (40, 60 6 90 dias) no genera 
consecuencias similares sobre 10s niveles del mAchR. Este hallazgo, indica claramente 
la presencia de un periodo critico limitado donde 10s cambios permanentes pueden 
producirse por estimulacion funcional. Dicha observation muestra que la plasticidad 
motora en esta estructura cerebral, presenta una alta similitud, en cuanto a esta 
caracteristica, con la plasticidad del sistema visual descripta por Hubel y Wiesel(3 11). 
Sin embargo, en este caso, se observa que el periodo de sensibilidad es mucho miis 
limitado. Aunque no h e  estrictamente definido, dado que a 10s entrenamiento iniciados 
a 10s 20 y 40 &as no 10s producen, podria afirmarse que este periodo critico se prolonga 
por menos de 20 &as. Por el contrario, en el sistema visual el periodo critico perdura 
alrededor de 50 dias (66). El periodo critico del sistema visual, ademas, presenta una 
aparicion y desaparicion gradual no solo temporal sin0 tambikn en intensidad, mientras 
que en el descripto aqui, no ha sido evaluada esta propiedad. 
La presencia de un periodo critico en el cuerpo estriado deberia estar correlacionado 
con diferencias concretas entre esta etapa del desarrollo y 10s periodos precedentes y 
posteriores. Ciertarnente, deben existir factores presentes a 10s 30 &as que permitan el 
cambio en el mAchR. Estos mismos factores deberian estar ausentes en las otras edades 
o a1 menos neutralizados. Alternativamente, se puede pensar que existen factores cuya 
presencia evitan que 10s carnbios se produzcan y que so10 a 10s 30 dias se encuentran 
ausentes o compensados. Cualquiera sea la respuesta, la determinaci6n de las causas 
resulta una dificil tarea ya que podria estar relacionados con una serie compleja de 
eventos, tanto internos de la estructura en estudio como propios de otras hreas nerviosas 
que interaccionan y modulan la h c i 6 n  del cuerpo estriado. 
Los cambios neuroquimicos no se detectan a 10s 20 dias ni mas allh de 10s 40 dias. Es 
probable que la ausencia de efectos perdurables en arnbas circunstancias sean distintas. 
La falta de una cambio plhtico permanente a 10s 20 dias puede involucrar la relativa 
inmadurez de la estructura en ese momento. A partir de 10s 40 dias, en cambio, las 
causas podrian ser otras muy distintas. Esta hipbtesis est.6 sustentada en varios hechos. 
Los parhetros neuroquimicos biisicos del sistema colinkrgico-dopaminCrgico del 
cuerpo estriado maduran en forma temprana y ya presentan niveles importantes a 10s 20 
dias de edad. Sin embargo, la actividad de tirosina-hidroxilasa, la concentracion de 
dopamina y la recaptacion de alta afinidad de dicho neurotransmisor, continlian 
creciendo m h  alla de 10s 20 dias y recidn alcanzan el 75% de 10s niveles adultos en la 
4' semana postnatal (49). Por otra parte, varios sistemas de neurofiptidos maduran en 
forma posterior, modulados por la actividad hcional de 10s sistemas de 
neurotransmision clasicos, y representan una segunda etapa del desarrollo neuroquimico 
del estriado (240, 286). Como la maduraci6n neuropeptidergica incide en las 
caracteristicas funcionales de la neurotransmisi6n, la falta de un adecuado desarrollo de 
estos sistemas podria ser una razon por la cual el TEC no puede generar 10s estimulos 
suficientes para producir cambios permanentes a 10s 20 dias. 
Por otra parte, a 10s 30 dias el sistema estriatal presenta caracteristicas neuroquimicas 
muy diferentes a las encontradas 10 dias antes. Estudios ontogenicos muestran en esta 
etapa, una tendencia a la estabilizacidn en 10s parhetros relacionados con la 
neurotransmision colinergica luego de haber alcanzado sus niveles mhximos. En este 
momento, entonces, se estabiliza la conducci6n colinergica (y posiblemente otras) 
luego de la maduracion de distintos aspectos neuroquimicos de la estructura estriatal. 
Es alli donde se produce, con el TEC, un awnento ((anormal)) de la actividad hcional  
del sistema. La influencia de dicha estimulaci6n sobre las conexiones neuronales es 
muy diferente ahora, pues la madurez de las sinapsis es dlstinta. 
Desde el punto de vista del mantenimiento de las sinapsis por factores trofico, el NGF 
puede desempeiiar un papel importante en estos cambios es el NGF. El estudo 
ontogdnico demuestra que, en cuerpo estriado, sus niveles decaen fuertemente alrededor 
del dia 30 postnatal y vuelven a subir posteriormente (206). El NGF curnple un rol 
fundamental en la supervivencia de las neuronas (110). Tambidn es muy importante 
para la regulation del sistema colindrgico En cuerpo estriado, por ejemplo, la 
administracibn de NGF evita la caida de 10s niveles de CAT provocada por la 
aplicacion de hcido quinolinico (300). Precisamente, el acido quinolinico es un 
antagonists glutamatergico que afecta la conectividad y sobrevida de las interneuronas 
estriatales y en menor medida a las neuronas proyectivas (76), mientras que el NGF 
representa un factor protector de estos cambios. En otro modelo animal de ratas adultas 
sometidas a desvascularizacion de la corteza cerebral, el NGF recupera el nhnero de 
rnAchR (1 82) y produce sinaptogdnesis e hipertrofia cortical (86). Resulta interesante 
observar que el periodo de sensibilidad comprobado en este trabajo coincide con un 
periodo de disminuci6n fisiol6gica de 10s niveles del NGF y que por lo tanto representa 
una etapa donde las neuronas estriatales se encuentran especialmente susceptibles a 10s 
efectos de la activacion del receptor de NMDA. En relacion a este efecto, otra linea 
experimental en nuestro laboratorio, demostro que la administracion de NGF puede 
producir cambios en este modelo (315). La administracion del mencionado factor 
trofico durante el periodo de 30 a 37 &as postnatal da lugar a quer 10s cambios 
permanentes del rnAchR en entrenamiento realizados a partir de 10s 40 dias de edad, 
mientras que 10s animales que fueron entrenados per0 no recibieron NGF no muestran 
cambios. Todos estos resultados, en conjunto, permiten vincular a 10s factores tr6ficos 
con la presencia de ufaa ventana de sensibilidad para la generacion de 10s cambios 
pementes .  
Luego del period0 de sensibilidad descripto, el entrenamiento a partir de 10s 40 dias de 
edad no produce modificaciones. Nuevamente, en el camp de las hip<itesis, es 
razonable pensar que el estado neuroquimico y fisiol6gico del cuerpo estriado a partir 
de dicha edad ya no permite que la estimulacidn motora modifique 10s niveles de 
receptores. Sin poder determinar, las causas precisas que ocasionan esta conducta queda 
claro que a me&& que el SNC madura distintos eventos plhsticos comienzan a ser 
restringidos y este, posiblemente, sea un ejemplo de ello. El progreso de la gliogdnesis, 
10s cambios en 10s factores neurotrdficos y otras tantas variables modifican las 
caracteristicas plhsticas del sistema. 
4.2.6. Reduccidn de 10s receptores dopaminCrgicos Dl  y D2 per0 no del NMDA 
El papel modulador y la alta integracidn de procesos neuroquimicos en el cuerpo 
estriado hace suponer que Qficilmente el cambio en el mAchR sea un hecho aislado. 
De hecho puede ser el inicio, el final o un paso intermeQo en una cadena de cambios 
orignados por el TEC. Dada la importancia de la integracidn de 10s distintos sistemas 
de neurotransrnisidn para posibilitar el papel bcional del cuerpo estriado, resulta claro 
que la bisqueda de nuevos parhetros neuroquimicos alterados debia incluir el analisis 
de otros neuroreceptores. Por ello, en el presente trabajo se evaluaron distintos 
neuroreceptores que mantienen un equilibria bcional con el mAchR en el cuerpo 
estriado. Ellos son el receptor glutamatkrgico tipo NMDA y el dopaminergico Dl y D2. 
El andisis de estas molkculas demostr6 que s610 el sistema dopaminergico, tanto el Dl 
como el D2 presenta alteraciones. 
Estos resultados permiten distintas conclusiones. Por un lado, demuestran que el 
cambio no es especifico del mAchR per0 que tampoco responde a una variacidn 
general, dado que otros receptores importantes no muestran modificaciones. El receptor 
dopaminkrgico D2 presenta una caida de su densidad (alrededor de 40%) altamente 
correlacionada con la variacidn en el mAchR. El receptor Dl, por otra parte, 
experimenta una caida menor per0 sustancial, de aproximadamente 20%. De esta 
manera el sistema colin~rgicodopamin~r~co muestra una variacidn similar. Este 
comportamiento simulthneo puede explicarse por la alta correlaci6n de ambos sistemas 
en el estriado. En primer lugar la maduraci6n de ambos sistemas muestran una 
evoluci6n paralela durante el desarrollo nigroestriatal(257). En segundo lugar, la fibras 
dopamindrgicas nigroestriatales presentan un patr6n de distribucibn similar a1 de las 
conexiones colinergicas estriatales sobre las neuronas gabaergicas del cuerpo estriado 
(90, 233). Inclusive, se ha demostrado, en algunos casos, la expresibn simulthnea de 
receptores dopaminergicos y muscarinicos en el mismo sector dendritico (62). De esta 
manera, la Qstribuci6n de ambas molkculas evidencia el alto grado de interrelacion 
funcional entre ambos sistemas. La interaccion entre 10s sistemas colinergicos y 
dopaminergicos resulta un punto central en 10s estudios farmacologicos de 10s ganglios 
basales, del mismo mod0 que el balance entre 10s niveles de acetilcolina y dopamina 
parecen ser importantes para el hcionamiento normal del cuerpo estriado (173). Por lo 
tanto, una rnodificacion conjunta resulta razonable. De hecho, se ha descripto en 
humanos la caida correlacionada del mAchR y el receptor dopaminergco D2 en 
pacientes con Parkinson (2). 
A parte de estos eventos iniciales, evidentemente, la estabilizacibn de las alteraciones 
encontradas en el mAchR, el Dl y el D2, que involucra tanto a las neuronas gabaergicas 
proyectivas como a1 sistema colinergico-dopaminCrgico, debe incluir otros procesos 
neuroquimicos como la generaci6n de sefiales intracelulares, cambios del patron de 
expresion genetica y participaci6n de factores troficos. 
4.2.7. Posibles eventos en la reducci6n del nLmero de neuroreceptores 
Por la magnitud de 10s cambios y la distribuci6n tisular de 10s receptores involucrados, 
la atenci6n h e  dirigda hacia las neuronas gabdrgicas, las cuales representan m b  del 
90% de las neuronas del cuerpo estriado y expresan, tanto a1 mAchR como a 10s 
receptores dopaminergicos. 
Mas all& de la comprobaci6n de que el TEC genera las alteraciones neuroquimicas 
mencionadas, quedan varias preguntas por responder. Entre ellas cual es la causa de 
este cambio. Las posibilidades son varias: (I) el n b e r o  de receptores decrece por la 
disminucion del n b e r o  de neuronas, (11) disminuye por la reduction del n b e r o  de 
sinapsis o (III) tanto el n h e r o  de neuronas como el de de sinapsis permanece 
constante, per0 decrece la densidad en membrana de cada receptor. La respuesta 
tambidn podria ser una combination de estas tres hip6tesis. Esta pregunta no tiene una 
resolution fiicil a partir de la metodologia empleada en el trabajo. De todos modos 
pueden realizarse algunas consideraciones. 
Hipdtesh & muerte neuronal: En primer lugar, existe la posibilidad de que la 
actividad en el TEC produzca o estimule la muerte neuronal y que esta sea la causa de 
la disminucion en el n h e r o  de receptores. En el cuerpo estriado, el period0 de muerte 
celular prograrnada se encuentra prenatalmente determinado, aunque tambien puede 
observarse en 10s primeros &as de desarrollo postnatal (228). Si bien para el momento 
del entrenamiento 10s eventos importantes de muerte celular ya han quedado atriis, es 
posible que la sobreestimulacion afecte neuronas a h  sensibles. En este sentido, la 
actividad del receptor glutamatdrgico t i p  NMDA ha demostrado un rol excitotoxico 
(244). El cuerpo estriado presenta una alta concentracibn de este receptor en las mismas 
poblaciones celulares que expresan el receptor dopamindrgico y el mAchR. El acido 
cainico, un analog0 del glutamato, actuando sobre 10s receptores de NMDA produce 
daiio neuronal en el SNC seguido, luego de unas horas, por un aumento en la expresion 
de la proteina p53, molecula que interviene en 10s procesos de muerte celular 
programada (270). Adem&, no se puede descartar que se produzcan procesos de muerte 
celular por otros mecanismos independientes de la hiperactividad del receptor de 
NMDA. Un factor que debe ser tenido en cuenta es la mayor vulnerabilidad relativa de 
las neuronas colinergcas (319). De hecho, se ven afectadas en diversos trastornos 
neurodegenerativos. La muerte de interneuronas colinCrgicas en el cuerpo estriado 
podria generar un cambio en 10s niveles de receptores. Estas neurona expresan, en 
forma presinhptica, el subtipo m2 que representa un porcentaje muy bajo del total de 
mAchR. Ademas, las interneuronas colinkrgicas son, a la vez, una poblacion menor del 
total neuronal. De esta manera, la reduccibn en su nlimero no explicaria el cambio 
observado en el mAchR. Ademh, la desaparicion de estas neuronas moduladoras 
supondria, a1 menos en forma teorica, un evento muy importante desde el punto de vista 
funcional. Una reduction del n b e r o  de neuronas gabaergica podria ser asimilada por 
el cuerpo estriado con menores consecuencias funcionales. Es precisamente esta 
poblacibn neuronal, la que contiene el mayor porcentaje de mAchR (subtipos ml y m4). 
De todas maneras, resulta poco probable que si se produjera una muerte poblacional de 
alrededor del 35-40% (a juzgar por la disminucion de receptores), esta variation no 
fuera acompafiada por un descenso a1 menos parcial de 10s receptores de NMDA que 
tambien estan presentes en la misma poblacibn neuronal. 
Reorrganizacidn de las conexiones sinrSiptZcas: Otra hipbtesis a considerar es que la 
caida de 10s receptores estd relacionada con una disminucibn de la arborizacion 
dendritica y de las sinapsis. Una vez mh, la actividad glutamatergca de la corteza 
podria explicar este mecanismo. La activacibn del receptor de NMDA provoca el 
refinamiento de proyecciones nerviosas en distintos sistemas, principalmente el visual. 
En el kilamo, el bloqueo del receptor de NMDA impide la segregacibn en subcapas de 
las aferencias retinogeniculares (120). Simons y sus colegas demostraron que el 
receptor de NMDA es necesario para el refmiento  topografico de las proyecciones 
retinocoliculares. La actividad glutamatergica elimina largas porciones de axones y 
reduce la arborizacion dendritica (284). Ademh, 10s receptores de NMDA refinan las 
conexiones talhicas durante el periodo crftico de plasticidad visual (81). Por ultimo, 
tambien en el modelo de plasticidad de la corteza somatosensorial, el bloqueo del 
receptor de NMDA interfiere con el remodelamiento de las conexiones luego de la 
remocibn experimental de 10s bigotes (275). En el cuerpo estriado, la activacibn del 
receptor de NMDA podria estar jugando un rol similar. Como en el caso de la muerte 
celular, cabria hacerse la misma pregunta jpor que si se produce una reduccion de las 
sinapsis, y de esta manera se afecta el nlimero de mAchR y de receptores Dl y D2, no 
disminuye el n b e r o  de receptores de NMDA? En el caso anterior, la falta de una 
explicacion congruente parecia excluir la posibilidad. No obstante, aqui, existe una 
explicacion que la sostiene. La actividad glutamatergica sobre las neuronas gabaergicas 
podria debilitar la sinapsis con 10s axones colinkrgicos y dopamindrgicos per0 sin 
alterar la conexi6n con las fibras corticales que se produce en otro iuea del arb01 
dendritico. La conexion sinziptica de la fibra cortical aferente se encuentra fisicamente 
separada de las conexiones de las fibras colindrgicas y dopaminergicas. Por lo tanto, la 
eliminaci6n de estos contactos, con la consecuente desaparicion o disminucion de 10s 
receptores involucrados, podria producirse sin afectar la conexion glutamatergica sobre 
la misma neurona. 
Esta explicacion de 10s cambios neuroquimicos hallados en el presente trabajo es 
coherente con la reciente evaluation realizada por Singer sobre 10s procesos plhsticos 
corticales durante el desarrollo (285). En primer lugar, sostiene el mencionado 
investigador, la arquitectura bhsica y las conexiones de la corteza se establecen en base 
a un prograrna predeterminado que no requiere de la experiencia. Luego, la maduracion 
de las conexiones y la reorganization de 10s circuitos se establece, en base a la 
actividad dependente de la experiencia, y teniendo como efector principal de estos 
cambios, las neuronas moduladoras. Este evento se produce en un periodo limitado 
durante el desarrollo, donde la remodelacion permite cambios importantes del patron de 
conectividad. Terminado dicho periodo morfogenetico donde la experiencia puede 
producir cambios profundos, el sistema ((cristaliza)) y parece perder su capacidad de 
desarrollar ((cambios dependientes del uso)). Deja de ofrecer, asi, la misma sensibilidad 
aunque el sistema nervioso mantiene otros t i p s  de caracteristicas plasticas. 
Reduccidn de la demidad del receptor en la sinapsis: En tercer lugar, podria suceder 
que el patron de conectividad se mantenga relativamente inalterado y la densidad de 10s 
receptores en cada sinapsis disminuya. De producirse este evento, tambikn parece 
posible que 10s mecanismos intracelulares que regulan la disminucion de un sistema 
(e.g. muscarinico) Sean 10s mismos que regulan a1 otro (e.g. dopamindrgico) o esten 
altamente correlacionados. La dlsminuci6n de 10s niveles de AchE no alc- a 
despejar la duda. Podria suceder que la producci6n de AchE tarnbien sea menor porque 
su niveles mantienen una cierta correlacibn con la densidad de otros partimetros 
colinergicos (enzimas sintetizadoras de acetilcolina, niveles de acetilcolina y 
receptores) expuestos en la sinapsis. 0 bien puede ser que la disminuci6n de la AchE 
responda a la reducci6n de sinapsis colinergicas, el caso anteriormente hipotetizado. 
Sea cual fbera la causa, queda claro que el cambio del receptor muscarinico tarnbien 
modifica en parte otros elementos de la neurotransmisi6n colinergca. 
De acuerdo con esta ultima hip6tesis, es posible que nos encontremos fiente a un 
periodo de consolidaci6n neuroquimica final de algunos parhmetros involucrados en la 
neurotransmision y funcionalidad de la estructura nerviosa. Este periodo se produciria 
luego de la conformaci6n temprana de las conexiones entre estructuras, de la formacion 
de las conexiones neuronales internas y de la estabilizacion de 10s sistemas de 
neurotransmisibn. La maduracion de 10s sistemas peptidergcos, por ejemplo, se 
produce en forma tardia, precisamente en el periodo analizado y participa, 
posiblemente, en la conformacibn final de la estructura neuroquimica basica del 
sistema. Uno de 10s pasos de esta maduraci6n final podria ser el establecimiento de 10s 
niveles adecuados de neuroreceptores en las sinapsis nerviosas. Continuando con esta 
argumentacibn, es posible pensar que las neuronas exponen inicialmente un nhnero de 
neuroreceptores mayor a1 necesario, cantidad que luego se modificaria a partir de la 
actividad funcional y la ((necesidad fisiolbgica)). Posiblemente para Qcho 
comportamiento exista un periodo determinado, luego del cual 10s niveles normales 
quedarian establecidos. Tal periodo seria un periodo critico, ya que la interferencia de 
este proceso podria conducir a la exposici6n de niveles ((anormales)) de receptores en 
sus sinapsis. 
El SNC da diversos ejemplos del empleo de un mecanismo similar. El cerebro, por 
ejemplo, nace con un nhnero mucho mayor de neuronas, de las que el inQviduo 
emplead en su actividad postnatal. El excedente celular es eliminado a partir de la 
actividad funcional, las neuronas que no se conectan adecuadamente mueren. Del 
mismo modo, las celulas nerviosas, generan nurnerosas conexiones, un p a t h  de 
conectividad que luego es refinado, tambien mediante la actividad funcional. 
La perspectiva farmacol6gica puede aportar informacibn valiosa para este anhlisis. Es 
conocido que la administraci6n cronica puede producir cambios plhsticos en 10s niveles 
de receptores. La falta de reception del neurotransmisor induce a la celula a aumentar 
sus niveles de receptor y viceversa, fenbmenos que se conocen como desensitization e 
hpersensibilizacion. Suspendido el tratamiento farmacologico, la neurona suele volver 
a expresar sus niveles ((normales)) de receptor. Esto quiere decir que la celula reconoce 
un nivel basal y la pregunta es como y c h d o  lo determina. Es posible que parte de esa 
regulacibn tenga un componente genetico. Pero como el desarrollo de varios aspectos 
del SNC lo demuestra, en este sistema se combinan 10s factores geneticos y ambientales 
para desarrollar una mayor adaptacibn funcional. Por lo tanto, siguiendo la linea de 
d l i s i s  establecida en esta seccion, es posible que la determinacion de 10s niveles 
((normales)) de receptores se produzca, a1 menos en parte, desde un punto de vista 
funcional no programado. De ser este el caso, suponiendo que las neuronas establecen 
en a lgh  momento 10s niveles normales de receptores, tambien es factible esperar que 
lo hagan en funcion de la actividad en la que deban intervenir y que esto se determine 
luego de la maduracion a1 menos parcial de la estructura en cuestibn. Por lo tanto, 
podria ser cierto que ciertas neuronas del cuerpo estriado, luego de distintos pasos de 
maduracion neuroquimica, se encuentren en condrciones de determinar sus niveles 
((normales)) de receptor colinergico muscarinico en el mismo momento en que se genera 
una actividad funcional exagerada. Luego de 3 horas de entrenamiento a lo largo de 7 
dias, cada animal recorre aproximadamente 1 km, actividad de ningh modo 
comparable con el comportarniento motor dentro de una jaula. Las neuronas del cuerpo 
estriado estan recibiendo una estimulacibn glutamatergica desmesurada. Si en ese 
period0 debe decidir la nivelaci6n de algunos de sus sistemas de neurotransmision 
considerando que ese estimulaci6n corresponde a la actividad ((normal)) del sisterna, 
evidentemente 10s resultados van a ser distintos a 10s observados en 10s animales no 
entrenados. 
Una posible explication involucra a1 receptor NMDA que, como en otros circuitos 
nerviosos, a traves de la participacibn en procesos de LTP y LTD, podria modificar el 
patron de conectividad nerviosa (285). La estimulacion glutamatkrgica cortical puede 
actuar no solo sobre las neuronas gabaergicas sino tambien sobre las interneuronas 
colinergicas, ya que ambas poblaciones expresan el receptor NMDA (169). A su vez, la 
estimulacion colinergca puede generar cambios sobre las neuronas gabaergcas 
proyectivas. De hecho, Honda y colaboradores demostraron que la administration de 
oxotremorina, agonista muscarinico, en el estriado produce un reduction en el mAchR 
de alrededor del 44% (129). Este efecto puede verse acompafiado por cambios mhs 
profundos dado que conjuntamente con la caida del mAchR, 10s investigadores 
observan un aumento de 1.5 veces en la incorporation de leucina tritiada por las celulas 
estriatales, lo que indica una posible alteration de la sintesis proteica. Tambien en la 
medula espinal, se observo una caida del mAchR por estimulacion de agonistas in vivo 
(290). Como otros neuroreceptores, el rnAchR disminuye luego de la exposicion a 
agonistas y de este mod0 el sistema regula la sensibilidad en respuesta a variaciones en 
10s niveles de actividad fisiologica in vivo. La regulacibn del mAchR por el efecto de 
agonistas es un proceso que ha sido estudiado en modelos in vitro. La disminucion del 
nhnero de rnAchR requiere horas, a diferencia de la desensitization que ocurre en 
minutos y que responde a cambios de la afinidad y no a una caida en el nhnero de 
receptores (289). Por otra parte, en celulas normales, la vida media aparente del mAchR 
es de alrededor de 3 horas (154). Luego de la remocidn de un agonista, se reestablece 
gradualmente el niunero de receptores, recuperation que puede evitarse por inhibicidn 
de la sintesis proteica o de la glicosilacibn (154, 185, 289). Galper y colaboradores 
estudiaron el efecto de la estimulacion del mAchR en c6lulas intactas del corazon con 
dos ligandos distintos, el QNB y NMS (85). El QNB, un ligando lipofilico, perrnitia 
detectar el mAchR en la preparacibn celular completa ya que era capaz de penetrar 
dentro de la celula, mientras que la NMS, lipofobica, solo detectaba el mAchR de la 
superficie. Esta metodologia de estudio permitio descubrir que, luego de la 
estimulacion por agonista, el mAchR se internalizaba rhpidarnente, caia la union de la 
NMS, per0 la pkrdida de la union a1 QNB (la degradacion) se producia en forma mas 
lenta. La internalization, representaba un cambio rapido, reversible y sensible a la 
temperatura (75, 194). Mientras que una vez degradado el mAchR, la recuperacion de 
10s niveles anteriores llevaba horas. La conversion, inducida por agonista, del mAchR a 
una forma no accesible a1 NMS h e  acompaflada por una alteration subcelular, de la 
membrana plasmatica a vesiculas mhs livianas en gradlentes de sacarosa (122). 
Ademas de la respuesta directa a agonistas, el mAchR puede ser modificado por la 
actividad neuronal. Estos cambios pueden tanto aumentar como disminuir la densidad. 
Experimentos in vitro demuestran que la actividad elCctrica puede aumentar hasta un 
100% el niunero de mAchR en un lapso de 12 hs y que este fendmeno se debe a una 
disminucion de la velocidad de degradacion (212), mientras que experimentos in vivo 
en ratones permiten observar el efecto contrario, la actividad disminuye el niunero de 
receptores (285). El proceso descripto en este trabajo puede responder a estos 
mecanismos. Por lo general, la estimulaci6n transitoria del mAchR produciria una 
regulacion hacia abajo y una recuperacion rapida. La participation de fenomenos de 
degradacion podria ser la causa de una estabilizacion a niveles mas bajos en las 
sinapsis, luego del entrenamiento motor en el periodo de sensibilidad a 10s cambios 
permanentes. Del mismo modo, otros procesos podrian desempefiar un papel 
complementario actuando, a nivel intracelular, tanto sobre la regulacion del n b e r o  
como sobre la expresion del ARNm. 
Si bien esta hlpotesis no puede ser comprobada con 10s resultados experimentales del 
presente trabajo, la posibilidad de que exista un periodo de sensibilidad en el cual 10s 
niveles de neuroreceptores puedan ser modificados en forma dramatica, estii respaldada 
por las conclusiones de algunas investigaciones farrnacologicas. Precisamente, existen 
ejemplos de cambios permanentes en 10s niveles de receptores por manipulaci6n de 10s 
sistemas de neurotransmision. Miller y Friedhoff, por ejemplo, estudiaron en varios 
trabajos el efecto de la administraci6n de neurolCpticos sobre densidad de receptores 
(203, 204). Encontraron que la administracion prenatal y postnatal de estos f d a c o s  
pueden producir cambios a largo plazo en 10s niveles del receptor dopaminergico y 
colinergico en el cuerpo estriado. Mirs a h  encontraron que la posibilidad de interferir 
en estos sistemas se produce en un periodo limitado de tiempo, antes o luego del cual 
10s cambios no son generados. Si bien existen algunas diferencias, tarnbikn es llamativo 
el grado de similitud con 10s resultados aqui expuestos. En ambos casos la interferencia 
con un sistema de neurotransmisi6n produce cambios a largo plazo y el periodo de 
sensibilidad es limitado. Aunque 10s periodos no coinciden temporalmente, esto no 
invalida la explication. Friedhoff y Miller utilizan una aproximacion farmacologica, 
mientras que el modelo presentado en este trabajo utiliza una manipulacion fisiologica. 
La ventana de sensibilidad en ambos casos no tienen que coincidir necesariamente. De 
todos modos, Friedhoff y Miller no identificaron si 10s cambios en su modelo 
respondian a una disminuci6n en la densidad del receptor o a una reduction del grado 
de conectividad. 
4.2.8. Diferencias de 10s subtipos del mAchR en la transcripcibn 
Los estudios de expresion del mAchR tuvieron un doble objetivo. Por un lado, 
permitieron analizar si la caida de la union del ligando, que representa un cambio a 
nivel de proteina, se ve correspondido por una alteration de 10s niveles de ARN del 
mAchR. Este cuestion resulta vhlida ya que otros investigadores hallaron que 10s 
cambios en 10s niveles de la proteina del mAchR no necesariamente estan relacionados 
con cambios en el ARNm. Ogawa y colaboradores, comprobaron que la reduction del 
ml relacionada con el envejecimiento no mostraba una disminucion similar en 10s 
niveles de ARNm, inhcando que las modlficaciones del rnAchR pueden deberse 
solarnente a alteraciones de 10s eventos post-transcripcionales (226). 
Por otro lado, la metodologia de amplificacion gendtica permite evaluar en forma 
independiente el efecto del entrenamiento sobre la transcription de 10s distintos 
subtipos del mAchR, mientras que 10s resultados obtenidos por el ensayo de union del 
3~-QNB evaluaban el efecto sobre la poblacibn total del receptor. En el trabajo, se 
analizaron 10s subtipos M1 y M4 por ser 10s de mayor relevancia en el cuerpo estriado. 
En cuerpo estriado el M1 y M4 representan alrededor del90% del total del mAchR y se 
encuentran en poblaciones diferentes. Tambidn hay que tener en cuenta que estos dos 
diferentes subtipos se encuentran expresados en poblaciones neuronales diferentes y 
asociados a distintos sistemas de transduccibn de seiial. 
La cuantificacibn del ARN mostrC, que en ambas estnrcturas existe una alteracibn de la 
expresibn del mAchR luego del TEC, sin embargo las variaciones heron marcadamente 
disimiles entre si. Dado que 10s animales evaluados heron sacrificados miis de dos 
meses despuds de finalizado el entrenamiento, puede establecerse que 10s cambios 
detectados son de largo plazo. 
Ademh, como ambos subtipos presentan concentraciones similares, la caida del 
receptor indicaria o una reduccibn similar de ambos o una caida mayor a1 35% en uno 
mientras que el otro subtipo no se veria alterado. Esta interpretacibn seria viilida 
siempre y cuando las variaciones en la expresibn del ARNm y en la proteina estuvieron 
altamente correlacionada. 
La caida del 50% en la expresibn del M1 parece indicar a priori que la reduccibn de 
este subtipo es m b  preponderante. No obstante, 10s experimentos realizados no 
permiten comprobar que 10s cambios observados a nivel de la ARN se transformen, en 
forma directa, en variaciones de 10s niveles de la proteina que codifican. De hecho, la 
evaluacibn de 10s niveles del ARN del subtipo M4 demuestran un triplicacibn de 10s 
niveles de expresibn en 10s animales entrenados. 
A juzgar por 10s resultados de 10s ensayos de unibn con 3~-QNB, esta aumento no se 
transforma en cambios a nivel sinaptico ya que ser asi la deteccibn del mAchR deberia 
aumentar considerablemente, a h  en el caso que el M1 disminuya. Por ello, queda claro 
que al menos para el M4, el sistema de transcription y de traduccih se encuentran 
desfasados. 
La valoracion tarnbien se puede realizar considerando la posibilidad de que el niunero 
de neuronas sea diferente entre 10s animales controles y entrenados. Si como 
consecuencia del entrenamiento, se produce una reduccion del n b e r o  de neuronas, en 
ese caso la valoracion del aumento del subtipo M4 estaria subdimensionada, porque 
ademb de observarse un nivel mayor, son menos las neuronas que lo expresarian. Por 
el contrario, la reduction del subtipo M1 podria ser compatible con una disminuci6n 
del niunero de celulas y no con una variation en 10s niveles de expresion. 
Si considerarnos en cambio que el entrenamiento circular podria generar una 
disminuci6n de la densidad siniiptica del mAchR, el andisis es distinto. Bajo esta 
hipbtesis, 10s cambios en la expresion del subtipo M4 podrian representar una 
activacibn de ciertos mecanismos neuronal que, reconociendo dicha disminucion, 
desencadenan un aurnento de la transcription del ARN. No obstante, la participation de 
otros mecanismos que, a nivel post-transcripcional, impidieran la traduccion serian 10s 
responsables de la distorsion observada. Otras posibles explicaciones son que el ARNm 
sea traducido per0 que el product0 nunca llegue a exponerse a nivel sinaptico o que que 
la proteina sintetizada no sea funcional. En realidad, otra posibilidad que antecederia en 
el tiempo a estos mecanismos es que la transcripcibn del ARN no se continue con 10s 
procesos de maduracion que permiten generar el ARNm. En este caso el gen del 
mAchR es transcript0 per0 su respectivo ARNm nunca llega a salir del nucleo. Dado 
que en la metodologia de estudio, se utilizan secuencia intraexonicas para estudiar el 
ARN, no puede establecerse si la detection corresponde a1 ARN heterogdneo nuclear o 
al ARNm, con lo cual esta posibilidad no puede ser negada ni afirmada. 
Miis allh de las diferentes hipbtesis posibles, es evidente que el efecto que el 
entrenamiento ejerce es diferente sobre aquellas neuronas gabaergicas que proyectan a1 
globo palido (MI) y las que proyectan a la sustancia nigra (M4). 
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4.2.9. Los cambios son particulares de estructuras motoras 
El hallazgo de cambios en el sistema colinergico del cuerpo estriado estimulo el andisis 
del mismo sistema en otras beas cerebrales. La raz6n de este estudio tiene dos origenes. 
Por un lado, la compleja actividad funcional desplegada durante el entrenamiento 
permite suponer que otras beas cerebrales pueden presentar una respuesta 
neuroquimica similar. Por otro parte, el sistema colinCrgico representa un sistema 
regulador interno tambikn en otras estructuras. De este modo, 10s cambios observados 
en el cuerpo estriado no tienen que representar, necesariamente, alteraciones especificas 
de esta imica estructura. Con estas consideraciones, se analizo el efecto del 
entrenamiento en otras beas cerebrales: corteza, amigdala, hipocampo y cerebelo. Las 
razones para incluir estas estructuras en el estudio heron varias. La corteza motora h e  
evaluada en primer lugar por su funci6n directa en el comportamiento motor y por su 
conexion con el cuerpo estriado. Tambikn se evaluaron la corteza fiontal y la corteza 
occipital. El cerebelo h e  seleccionado como una estructura que participa tanto en 
funciones relacionadas con el control del movimiento como en el aprendizaje motor 
(252,271). El hpocampo, por su reconocida participation en el aprendizaje asociativo, 
aunque 10s cambios a largo plazo no representan, precisamente, la funci6n caracteristica 
de esta estructura en 10s mecanismos de memoria y aprendizaje. La amigdala h e  
incluida en el estudlo por su papel en 10s mecanismos motivacionales (279), y su 
funci6n moduladora de 10s procesos de aprendizaje y memoria del cuerpo estriado y del 
hipocampo (229). 
Los estudios sobre el rnAchR demostraron que el TEC no produce alteraciones del 
sistema colinkrgico en la mayoria de las beas evaluadas. Ni el hipocampo, ni el 
cerebelo, ni la amigdala mostraron variaciones en sus niveles de mAchR. Ademhs de 
10s reduction notoria en el cuerpo estriado (35%) el TEC produjo una disminucion 
significativa per0 menor (20%) en la densidad del mAchR en corteza motora. Los 
cambios observados en corteza motora no heron extensivos a otras heas corticales. La 
cortezas frontal y occipital no mostraron modificaciones. Estos resultados indican que 
solo las estructuras motoras presentan alteracibn de 10s receptores colinergicos. Estas 
dos estructuras, corteza motora y cuerpo estriado, e s tb  fuertemente vinculadas ademb 
por el la interconexion corteza motora-cuerpo estriado-sustancia nigra-tiilamo-corteza 
motora, lo que favorece la posible interaccion. Ahque no puede decirse que la 
variacion en el sistema colinergico de ambas estructuras guarden una vinculacion 
funcional directa. En las dos beas, el sistema colindrgco representa un sistema 
intrinseco no proyectante, lo que hace pensar que 10s cambios obedecen a modulaciones 
internas que pueden o no estar correlacionadas con cambios en la funcionalidad y 
conectividad entre arnbas estructuras. Una hipotesis atrayente es que el aurnento de 
actividad funcional durante el TEC produzca una mayor actividad glutarnatergica sobre 
el cuerpo estriado, y que la modulacibn del sistema regulador colinergico- 
dopaminergico finalmente genere, mediante retroregulacion, cambios del patr6n de 
conectividad en la corteza motora, con la consiguiente rnodificacion de la regulacidn 
colinergica interno. De todos modos, a h  en el caso de que 10s efectos observados en 
una de las dos estructuras afecte a1 sistema colinergico de la otra, nada puede decirse 
acerca de c ~ l  se produce primero. Inclusive, ambas modificaciones podrian producirse 
en forma simultimea. Claramente, son necesarios mayores estudios para determinar la 
relacion entre las variaciones del sisterna colinergico estriatal y cortical motor, si es que 
existe. 
4.2.10. Tambikn disminuyen 10s niveles AchE y la deteccidn de NF 
Los estudios a largo plazo tambien incluyeron el anidisis de la AchE, asi como la 
deteccidn inrnunohlstoquimica de NF y GFAP. 
En relacion a la acetilcolinesterasa, 10s resultados demostraron que 10s animales 
entrenados presentan en promedio entre 25 y 30% menos ACE.  Este valor, en realidad, 
presente una significatividad estadistica baja. Dada relativa simpleza de la tecnica 
cuantitativa utilizada, el alto grado de variabilidad en las mediciones no parece 
responder a dificultades tecnicas sin0 mas bien a una consecuencia de la baja 
correlacibn biologics entre este cambio y la caida del mAchR. Si bien la AchE esta 
estrechamente asociada al mAchR dado que i n t e ~ e n e  en la neurotransmision 
colinergica degradando a la acetilcolina, 10s procesos que se inician por la actividad 
funcional en el TEC no tienen que afectar en forma similar a estas dos variables. 
Tanto en el caso de que exista muerte celular, como si 10s efectos del entrenamiento 
reducen el patron de conectividad o la densidad del mAchR en la sinapsis, resulta 
razonable suponer que la AchE muestra una reduction tambien. Por ello, la 
determinacibn de una caida en 10s niveles de AchE no aporta informaci6n diferencial a 
este respecto per0 respalda el concept0 de que el sistema colinergico es alterado por la 
actividad funcional. 
Respecto a la deteccibn de GFAP, 10s estudios inmunohistoquimicos no demuestran 
diferencias groseras en las imagenes de cdlulas gliales. De todos modos, la metodologia 
empleada no permite descartar cambios m h  sutiles en esta poblacibn celular. 
En cuanto a la inrnunomarcacion de NF, en cambio, las evidencias permiten comprobar 
que el entrenamiento ejerce un efecto importante. Las imagenes obtenidas demuestran 
una disminucidn en la deteccibn de este marcador en 10s animales entrenados. Dado 
que 10s NF proveen de informaci6n acerca de la densidad dendritica, puede afirmarse 
que el entrenamiento reduce el patr6n de arborizacibn. Aunque no permite definir si 
este cambio esta acompaiSado de una disminucibn del nhnero de neuronas. Como la 
tecnica sblo permite detectar NF en hreas limitadas del cuerpo estriado, no puede 
definirse si el mismo efecto se produce en el resto de la estructura. 
4.3. EL GRADO DE ALTERACION NEUROQUIMICA DEPENDE DEL GRADO 
DE ESTIMULO MOTOR 
La evaluacibn de 10s carnbios en el mAchR generados por el TEC aporto una serie de 
informaciones valiosas para caracterizar dicha alteracibn. Como se dijo anteriormente, 
la variedad de estimulos no permite concluir fehacientemente que la respuesta se deba a 
un comportamiento motor y no a1 aprendizaje asociativo. De todos modos, existen 
varias factores que favorecerian esta visibn. Los animales entre 30 y 90 dias muestran 
un grado de aprendizaje similar, siempre de acuerdo a la utilizacibn de 10s EA como 
partimetro de este fenomeno. Por el contrario, 10s animales de 20 &as muestra un mayor 
n h e r o  de EA, lo que indica un comportamiento Qferente de este grupo experimental 
respecto a todos 10s demhs evaluados. Estos resultados limitan la posibilidad de una 
relacibn entre el aprendizaje asociativo y 10s carnbios neuroquimicos. Si dicha 
asociacibn existiera, no se comprende la razbn por la cual entre 10s grupos que 
responden en forma similar (30 a 90 &as) s610 10s entrenados a partir de 10s 30 &as 
muestran el cambio. Del rnismo modo, el grupo de 20 dias deberia presentar 
caracteristicas neuroquimicas diferentes a todos 10s otros grupos y no solo a 10s de 30 
dias. 
No obstante, puede argumentarse que otras marcadores del aprenQzaje asociativo, mhs 
especfficos o sensibles, podrian aportar resultados diferentes. De todos modos, una 
alteracibn permanente de semejantes proporciones en la densidad de receptores no 
favorece la idea de una modification neuroquimica por aprendizaje. 
Una estrategia para evaluar mejor esta problemhtica fue el entrenarniento de animales 
en el TDG. En el TDG el animal corre sobre una plataforma en movimiento, realizando 
una actividad motora circular p r o  sin que se produzca un aprendizaje asociativo. El 
aprendizaje motor, sigue presente per0 probablemente no muestra las mismas 
caracteristicas que las desarrolladas en el TEC. Si bien las dos pruebas, el TEC y el 
TDG, guardan muchas semejanzas desde el aspecto motor, tambikn existen Qferencias. 
En el TDG la platafonna se encuentra en movimiento en el sentido contrario a1 del giro 
del animal, mientras que en el TEC el piso esta quieto. La actividad motora desarrollada 
en el TDG es regular y constante. En el TEC, el animal gira rhpidamente hasta donde se 
encuentra la gota, demora unos segundos quieto bebidndola y vuelve a acelerar para dar 
un nuevo giro. Por otra parte, desde el punto de vista motivational tambikn hay 
diferencias. En el TEC este factor esta claramente relacionado con la recompensa 
hidrica. En el TDG, la recompensa hidrica no existe, aunque no puede decirse que no 
exista un componente motivacional para que el animal se mueva. En realidad, no queda 
en claro cuil es la razon por la cual el animal, cuando es colocado en una plataforma en 
movimiento, comienza a trotar en lugar de quedarse quieto (de hecho algunos lo hacen, 
se quedan quietos). Evidentemente, la razbn de esta actitud escapa a1 andisis y 10s 
objetivos del trabajo. 
La evaluation de 10s cambios en el mAchR luego del TDG permite aportar nueva 
information. Luego de 3 meses de haber sido entrenados en el TDG, 10s animales 
muestran una caida en el mAchR de 43% en cuerpo estriado y de 24% en corteza 
motora. Este cambio es similar a1 encontrado con el TEC por lo que se puede concluir 
que el componente asociativo (ausente en el TDG) no participa en 10s cambios 
neuroquimicos del mAchR en estas estructuras. Como se vio para el caso del TEC, y 
nuevamente con el TDG, 10s cambios en el mAchR se producen en ambos lados del 
cerebro independientemente que realicen una actividad circular. A1 igual que en el 
TEC, la caida del mAchR mostro una correlacion con el niunero de vueltas acumuladas 
durante el entrenamiento y no se observ6 cambios en amigdala, hipocampo, cerebelo y 
otras heas corticales. 
Ademb, 10s entrenamiento realizados en el TDG permitieron demostrar que la caida 
del mAchR es proporcional tanto a la cantidad de actividad realizada (metros 
recorridodniunero de sesiones) como a la intensidad de esta actividad (velocidad de 
giro). En este caso, ambas variables muestran una correlacion m b  fuerte que la 
obtenida para el TEC. En particular, la importancia de la intensidad que, en el TDG, 
queda claro que participa en 10s cambios neuroquimicos. Es probable que las 
caracteristicas particulares del comportarniento motor en el TDG permitan que el efecto 
de la actividad fisica sobre el mAchR se vea en forma m h  clara. Del mismo modo, es 
probable que, de alguna manera no establecida, el resto de las variables que intervienen 
en el TEC distorsionen a1 menos en parte 10s resultados que se observan en el TDG. 
Por otro lado, el entrenamiento en el TDG resulta similar, como modelo inductor de 
cambios plbticos, a la rueda giratoria. En este idtimo, el animal es colocado sobre una 
rueda y a1 moverse sobre el lugar hace girar la misma. Una diferencia con el TDG es 
que, en este liltimo, el animal realiza un recorrido circular y ademas se mueve de la 
posicibn inicial. Estudiando la actividad motora en la rueda giratoria, Neeper y 
colaboradores descubrieron que el ejercicio aumenta 10s niveles de ARNm de factores 
neurotroficos en hipocampo (2 16, 2 17). Los citados investigadores demostraron un 
aumento en el BDNF y el NGF. Estos cambios son fbertes indicadores del disparo de 
mecanismos plbticos por el entrenamiento fisico como lo demuestra la diversa gama de 
efectos que producen las neurotrofinas en el cerebro (291). Otros estudios demostraron 
que el entrenamiento fisico tarnbidn puede modificar el nhnero de receptores 
dopaminergicos en el cuerpo estriado (193). Estos trabajos, tornados en conjunto, 
demuestran 10s efectos de la actividad motora sobre diversos parhetros 
neuroquimicos. El TDG, a1 igual que el TEC, ofrece resultados complementaries a 
Qchos descubrimientos. TambiCn en este caso, 10s factores troficos podrian desempeb 
un papel importante. 
4.4. LOS CAMBIOS PERMANENTES EN EL mACHR SE CORRELACIONAN 
CON CAMBIOS INMEDIATOS 
4.4.1. Internalizacidn inmediata del mAchR luego del TDG: un posible paso inicial 
en la generacidn de 10s cambios permanentes. 
Los estudios con el TEC y el TDG mencionados anteriormente, permitieron determinar 
un period0 critic0 durante el desarrollo donde la actividad motora puede generar 
cambios neuroquimicos permanentes. Es razonable pensar que 10s cambios a largo 
plazo en el mAchR Sean consecuencias de modificaciones producidas durante la 
actividad motora. Por ello, se analin5 el efecto sobre el mAchR inmediatamente 
despues del entrenamiento. 
La pnmera conclusion de 10s estudios inrnediatos en el TDG es que la actividad 
funcional produce una reduction importante de la detecci6n del mAchR en el mismo 
period0 en el cual se generan cambios permanentes. Este efecto se observa 30 minutos 
despuks de terminada una sesi6n donde 10s animales giran 150 veces, recorriendo 150 
metros. 
Determinados en condiciones de subsaturaci6n y luego de saturacibn 10s cambios 
parecen obedecer en la afinidad del mAchR y no a una reducci6n del nhero .  Una 
primera caracteristica llamativa fue que, si bien ambos estructuras estriatales (izquierda 
y derecha) mostraron una disminuci6n de la union a subsaturacidn, la caida fue m h  
notoria en el cuerpo estriado contralateral a1 sentido de giro. A lo largo de este trabajo 
esta es la primera demostracibn de una variacidn asim6trica en este modelo de actividad 
circular. Este resultado parece indicar que el cuerpo estriado contralateral a1 sentido de 
giro responde de una manera mas intensa a1 efecto del entrenamiento. No obstante, si 
esto esth efectivamente relacionado con 10s cambios permanentes (donde no se 
observan asimetrias) deberia existir a l g h  mecanismo de regulation interhemisferica 
que lleva a un nuevo equilibria entre las dos estructuras estriatales. 
La participation de cambios dinhicos en el mAchR fiente a condiciones de 
estimulaci6n sinaptica ya fue descripta en otros estudios. Efectivamente, las 
consecuencias inmeQatas de la estimulacibn del mAchR ha sido estudiado desde 
Qstintas perspectivas. En todos 10s casos, el resultado fue la disrninucion del n h e r o  de 
receptores. En experimentos con celulas en cultivos, la estirnulacion del mAchR con el 
agonista carbacol produce una internalizaci6n rapida del 25 a1 30% del receptor 
expresado en membrana sinaptica (122). Este proceso se produce con un tiempo medio 
de 10 minutos y revierte en un promedio de 20 minutos. Evidentemente, resulta 
imposible determinar si un proceso similar ocurre en el presente modelo experimental 
debido a que el tiempo de entrenamiento excede la diniunica de dichos eventos. La 
internalizacion puede estar mehada por procesos de fosforilacibn. La estimulacion del 
mAchR, por ejemplo, produce una activacion de la pKC en membrana (70). Otros 
experimentos in vitro tarnbien demostraron que la administraci6n de carbacol aumenta 
10s niveles de pKC asociada a membrana (195). Esta activation de pKC se produce 5 
minutos despues de la administration del agonista colinergico y perdura por 60 
minutos. Como resultado, 10s investigadores observaron una internalizacion y 
degradacion del mAchR, proceso que podia evitarse incubando a1 mismo tiempo el 
carbacol con el antagonists colinergico atropina. Estos experimentos demuestran que la 
pKC puede estar involucrada en la regulacibn del nhnero de mAchR. Dicho 
mecanismo de accion no es particular del mAchR, la desensitization del receptor luego 
de interaction con su agonistas es un proceso reconocido, aunque no se sabe si en todos 
10s casos esta mediado por eventos fosforilativos. En cuerpo estriado, por ejemplo, la 
estimulacion in vivo con sustancia P produce la internalizacion de m8s del 60% de su 
receptor (195). Este proceso se revierte dentro de 10s 60 minutos. El control de la pKC 
sobre el mAchR es una sospecha bdamentada en varias evidencias. Burgoyne 
descubrib que las condiciones de fosforilacion producen una caida de la union de 
ligando al mAchR en membranas simipticas in vitro (34, 35). No obstante, sus 
experimentos no perrniten identificar las quinasas especificas involucradas en dicho 
efecto. Por otra parte el mAchR puede ser fosforilado por la pKC in vitro (1 18). Aunque 
no ha sido comprobado in vivo, un mecanismo probable seria entonces que la 
estirnulacion del mAchR induciria un aumento de la actividad de pKC en membrana y, 
por acci6n directa o indirecta de 10s mecanismos de fosforilacibn, se produciria la 
internalizacion del receptor y degradation. Este proceso es compatible con la caida a 
largo plazo del receptor, si luego de disminuido el nivel de mAchR no se vuelve por 
neosintesis a 10s niveles basales. 
Por otra parte, experimentos comportamentales demostraron un aumento 
correlacionado de la pKC y la inrnunoreactividad del mAchR en hipocampo (298). De 
todos modos, otros eventos fosforilativos, como 10s mediados por pKA podria actuar 
sobre el mAchR (290), lo que impide realizar un andisis direct0 y simple del efecto de 
la pKC sobre el mAchR. Tambidn debe tenerse en cuenta la posibilidad de que no se 
produzca una fosforilaci6n en forma directa sobre el mAchR. A h  asi, puede influir en 
su densidad o afinidad mediante la activacibn o inactivation de otras proteinas 
reguladoras. De ser este el caso el anhlisis resulta m h  complicado a h .  
Bajo esta hpbtesis, las membranas de 10s animales entrenados y controles pueden 
presentar variaciones en su cornposicion, como la presencia diferencial proteinquinasas 
y otras proteinas reguladoras. Esas moldculas pueden afectar a1 mAchR. Por ejemplo, la 
activacibn de ciertas quinasas puede disminuir o aumentar la afinidad del mAchR. Si la 
cornposicion molecular luego del entrenamiento difiere de 10s controles, entonces la 
activacibn de mecanismos de fosforilaci6n puede generar una respuesta diferencial 
sobre el mAchR. Como demostrara Burgoyne, las condiciones fosforilantes afectan a1 
mAchR. Para evaluar el efecto que distintas proteinquinasas podrian ejercer en el TEC, 
preparaciones de membrana de animales entrenados y controles heron sometidas a 
condiciones de activaci6n de pKC. Sin embargo, en 10s mencionados experimentos, no 
se observo un patron de comportarniento diferencial en las membranas incubadas en 
condiciones de activaci6n de pKC y de quinasas dependientes de calmodulina que 
indique esta posibilidad que pudiera ofrecer indicios de una respuesta dlferencial del 
mAchR en 10s animales entrenados y en asociaci6n a 10s mecanismos de fosforilacioa 
MAS all& de la participacion o no de 10s mecanismos de fosforilaci6n7 la 
desensibilizacion del mAchR podria ser uno de 10s pasos iniciales en la reduccibn del 
niunero de sinapsis a largo plazo. Precisamente, Colman y sus colegas, han demostrado 
en forma reciente que una reduccibn del nlimero de receptores en la sinhpsis podria 
preceder a la eliminacion de la misma (44). Si bien dichas conclusiones heron 
obtenidas a parhr del estudio de la union neuromuscular y de la evaluaci6n del receptor 
colindrgico nicotinico, el mismo proceso bhico podria ser extensive a1 SNC y a este 
caso en parhcular. Los mencionados investigadores demostraron analizaron 10s registros 
celulares en preparaciones donde cada celula muscular estaba inervada por multiples 
axones y estudiaron la transicion hasta la inervacion simple. En sus experimentos 
observaron que si bien las distintas conexiones presentaban caracteristicas sirnilares a1 
principio, con el tiempo comenzaban a diferenciarse en la fuerza de la union sinaptica. 
A partir de una disminucion en la cantidad de neurotransmisor liberado y en la densidad 
post-sinaptica del receptor colinkrgico nicotinico, la sidpsis que sufria dichos cambios 
era elminada en el plazo de 1 a 2 &as. Explican en el trabajo que 10s sitios de contactos 
debilitados presentan una baja densidad sidptica de neuroreceptor y mantienen 10s 
terminales presinapticos en forma funcional hasta que se produce la elimination. 
No obstante, en las condiciones experimentales implementadas no se pudo observar una 
reduccion del niunero del mAchR per0 si un cambio en la afinidad. Si este proceso de 
desensibilizacion esth asociado o no a una posterior reduccion en el niunero no puede 
ser comprobada ni refutada en base a estos resultaos. 
Sin embargo, una segunda linea experimental en marcha en nuestro laboratorio aportan 
nuevas posibilidades de antilisis de 10s mecanismos intervinientes a corto plazo. 
Mediante el empleo del mismo disefio experimental, pudo demostrarse que, a 10s 30 
minutos, la fosforilacibn in vitro de la GAP-43 es menor en la membrana sidptica 1M 
de cuerpo estriado de animales entrenados (230). La GAP-43 es una proteina 
presidptica asociada a1 crecimiento axonico durante el desarrollo, cuya fosforilacion 
esth correlacionada con la liberacion presiniiptica de neurotransmisores (57). En cuerpo 
estriado de rata, ademas, la fosforilaci6n de GAP-43 estit involucrada en 10s cambios 
plasticos de la liberacion por efecto de la exposicion farmacologica (99). La 
disminucibn de la capacidad de fosforilaci611, por lo tanto, podria estar asociada a1 
efecto contrario, una reduccion de la transmision sidptica. 
De acuerdo a 10s efectos del entrenamiento sobre el mAchR y la GAP-43, el 
debilitarniento de la conexion sinhptica podria estar ocurriendo a traves de una 
disminucion de la liberacion de neurotransmisores y de una desensibilizacibn de la 
respuesta colinergica como consecuencia de la estimulacion fisica. La posibilidad de 
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que hipotkticos cambios de este t i p  conduzcan finalmente a una eliminacion sinaptica, 
seria coherente con la reduccion en el niunero de receptores observadas a largo plazo. 
En el modelo de la unibn neuromuscular, las conexiones neuronales en proceso de 
degeneracion (eliminacibn sinaptica no competitiva) muestran cambios similares en la 
liberaci6n de neurotransmisores, luego de una axotomia (44). Los procesos de 
eliminaci6n sinaptica competitiva dependiente de la actividad que ocurren en las 
neuronas del SNC podrian desarrollar un proceso de este t i p .  En dicho caso, una vez 
fortalecidas algunas sinapsis neuronales es posible que las conexiones no favorecidas 
Sean eliminadas por un mecanismo similar al operante en la union neuromuscular. De 
este modo, podrian generarse alteraciones permanentes en las conexiones entre 
neuronas en el cerebro. 
En este sentido, el LTP y el LTD podrian ser 10s mecanismos involucrados en el 
fortalecimiento o debilitamiento de una conexibn respecto a otra (22, 188). De hecho, 
este t i p  de cambios prolongados de la eficacia de la transmision sinaptica, 
dependientes de la actividad, son considerados como un factor crucial para el desarrollo 
de circuitos neuronal en el cerebro de mamiferos. En el cuerpo estriado, recientemente 
fue demostrado que la estimulacion teWca de las fibras corticoestriatales puede 
inducir tanto LTP como LTD en la trmmisibn excitatoria del cuerpo estriado (37). 
Dichos hallazgos confirman la posibilidad de desencadenar estos mecanismos en dicha 
estructura y podrian participar, junto con la reduccion del mAchR observada en el corto 
plazo, en la generation de cambios de conectividad permanentes luego del 
entrenamiento motor. 
4.4.2. La estimulacidn del c-fos puede potenciar 10s cambios plhsticos 
La observaci6n de que la estimulacibn motora induce la expresion del proto-oncogdn c- 
fos amplia de una manera sustancial la gama de eventos plhticos que pueden participar 
en 10s cambios neuroquimicos en cuerpo estriado. 
Los factores que dan origen a la expresion del c-fos forman una lista muy extensa que 
involucra estimulos de una diversidad enorme. En particular, para este trabajo, resulta 
importante nombrar que tanto la dopamina como la acetilcolina pueden afectar su 
expresion. De acuerdo a &versos estudios, queda claro que la respuesta diferencial a 10s 
neurotransmisores permite identificar distintas poblaciones celulares. Las neuronas 
gabaergicas que proyectan a1 globo @lido, inducen su expresion como consecuencia de 
la estimulacion colinkrgica sobre el M1 y la reprimen como respuesta a la estimulaci6n 
dopamindrgica sobre el D2. Por el contrario, la actividad dopamindrgica estirnula la 
expresion y la acetilcolina la reprime en la subpoblacibn de neuronas gabaergcas que 
proyectan a la sustancia nigra. En el presente estudio, no se puede identificar a qud 
poblacion neuronal pertenecen las neuronas activadas, por lo cual no puede 
determinarse cmil de ambos mecanismos esth hcionando. Inclusive es posible que 10s 
dos sistemas de neurotransmisi6n mencionados est6n involucrados, asi como que las 
cClulas activadas pertenezcan a ambas poblaciones de neuronas gabaergcas. Dado el 
pequefio porcentaje relativo de celulas activadas, es evidente que ninguna de las 
poblaciones es estimulada en forma completa. 
Tambidn hay que considerar que la respuesta del c-fos sea independiente de 10s cambios 
a largo plazo. De acuerdo a estudios realizados en ratones, la induction del c-fos 
dependiente del receptor Dl es mhxima a 10s 3 dias de desarrollo postnatal per0 decrece 
paulatinamente hasta ser prhcticamente nula a partir del dia 21 (8). Si un fenomeno 
similar ocurre en ratas, esto podria indicar que el bajo niunero relativo de neuronas que 
expresan c-fos esta relacionado con una disminucion del papel que desempeiia esta 
molCcula en 10s fenomenos plhticos motores. No obstante, esta interpretation puede 
ser equivocada pues no existe ningim evento fisiologico contra el cual comparar la 
expresion del c-fos para determinar si el niunero de neuronas que 10s expresan son 
nurnerosas o escasas. De hecho, puede ser que, en realidad, la detection de menos del 
10% de neuronas que expresan c-fos significa la existencia de un proceso de amplias 
connotaciones. De todos modos, se desconocen las consecuencias especificas que esta 
activation provoca a largo plazo en el cuerpo estriado u otra estructura cerebral. 
Probablemente las posibilidades son muchas y dependerh de otros factores 
concomitantes. Por ser un miembro de la familia de 10s genes de expresion inmediata, 
el c-fos es un factor de transcripcibn que controla la expresibn de numerosos genes 
blancos en el SNC (251). Regulado a su vez por la actividad neuronal, se considera que 
el c-fos desempeiia un papel importante sobre las propiedades pliisticas neuronales 
depenhentes de la actividad. Bajo esta interpretacibn, el c-fos puede estar asociado a 
10s cambios neuroquimicos permanentes que desencadena el entrenamiento motor 
realizado en este trabajo. 
4.5. IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LOS RESULTADOS 
El presente trabajo demuestra que la actividad funcional ejerce profundos cambios 
neuroquimicos en el SNC en desarrollo. Como fuera comprobado mediante el estudio 
de plasticidad visual, la capacidad de desarrollar cambios permanentes presenta una 
restriction de tiempo, demarcando un ((period0 de sensibilidad)) o ((period0 critico)). La 
remocibn en el modelo visual o la alteracibn del estimulo en el presente modelo, 
permite producir carnbios importantes, observados a nivel neuroquimico y posiblemente 
correlacionados con cambios de la organizacibn estructural del sistema afectado. 
Los cambios del mAchR en este modelo motor representan la primera demostracibn 
experimental de un cambio neuroquimico permanente desencadenado por la actividad 
fisica. En el ambito medico, esto representa una fundamentacibn neuroquimica a la 
aplicacion empirica de la estimulacibn motora temprana como metodo terapkutico. 
Interfiriendo con el desarrollo normal se puede mejorar un deficit congenito o deteriorar 
permanentemente un sistema normal. 
El periodo de sensibilidad de distintas estructuras cerebrales y la posibilidad, por lo 
tanto, de modificar diferentes marcadores moleculares puede encontrarse a hstintos 
tiempos del desarrollo y con distinto longitud del periodo de sensibilidad. 
Por otra parte, aunque se produzcan alteraciones, las consecuencias de las mismas 
dependerh de la capacidad del SNC para compensar 10s cambios. De manera que la 
variaci6n a nivel molecular, no implica necesariamente un beneficio o un deficit. De 
todos modos, desde este punto de vista puede evaluarse la posibilidad de alterar el SNC. 
Realizado ya, mediante manipulacibn farmacol6gica y por deprivation sensorial, el 
presente trabajo presenta un nuevo enfbque para generar cambios permanentes, la 
estimulacibn motora. Por lo tanto, representa un modelo para el estudio de la 
plasticidad motora y de otros eventos relacionados con las estructuras involucradas en 
10s cambios. A diferencias del modelo de plasticidad visual, principalmente sensorial, el 
presente modelo se centra en una estructura efectora de hciones nerviosas centrales. 
La posibilidad de manipular la estimulaci6n (e.g. velocidad, n h e r o  de vueltas) permite 
realizar valoraciones cuantitativas de 10s cambios. Los resultados obtenidos permiten 
profundizar el estudio de 10s mecanismos que regulan la neurotransmisi6n y estudiar la 
relacibn entre distintas molkculas, como 10s neuroreceptores, y 10s procesos plhticos 
con distintos objetivos. De esta manera, la prohdizacibn de 10s resultados expuestos 
puede ofiecer respuestas en distintas campos donde la plasticidad motora es de 
importancia. Entre ellos, el estudio de distintas neuopatologias motoras, de 10s 
procesos regenerativos y degenerativos del sistema nervioso motor, del ap r enh j e  y 
del desarrollo motor del SNC. 
CONCLUSIONES 
El trabajo expuesto presenta el primer ejemplo de la generacibn de cambios 
neuroquimicos permanentes en el SNC de marniferos como consecuencia de una 
actividad fisica. Del mismo modo, se demostr6 la presencia de un period0 critic0 
durante el desarrollo postnatal del SNC durante el cual la estimulacibn motora puede 
generar cambios perdurables en la conectividad sinhptica en una forma dependiente de 
la actividad. 
Los resultados obtenidos permiten interpretar desde otra perspectiva distintos 
fenbmenos de importancia neurobiolbgica como ser: la interaccibn colinergica- 
dopaminergca en el cuerpo estriado, la regulacibn de la expresibn del mAchR, asi 
como la participacibn de 10s neuroreceptores y el papel de la actividad motora en 10s 
mecanismos pliisticos dependientes de la actividad. Los estudios a corto plazo sobre el 
mAchR, por otra parte, abren la posibilidad de entender 10s mecanismos que 
desencadenan 10s cambios permanentes y definen el patr6n de conectividad nerviosa. 
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